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RESUMO

A cisplatina € um agente antineoplasico utilizado no tratamento de diversos tipos de
cancer. Apesar de seus efeitos positivos no tratamento do cancer, a nefrotoxicidade
€ um fator limitante na terapia com o farmaco. Uma das principais manifestacoes
clinicas induzidas pela cisplatina é a lesado renal aguda (LRA). A LRA é uma condi¢ao
caracterizada por um rapido declinio na funcéo excretoéria dos rins, com consequente
acumulo de produtos nitrogenados no sangue. Diferentes mecanismos parecem
contribuir para a patogenicidade renal do composto incluindo lesdo vascular,
inflamacéo, estresse oxidativo e morte celular. A ferroptose € um tipo de morte celular
oxidativa dependente de ferro e vem sendo descrito em varias patologias que incluem
doengas renais, cardiovasculares e neurodegenerativas. Em relagao a cisplatina, o
envolvimento da ferroptose no mecanismo de LRA induzido pelo farmaco ainda néo
esta totalmente elucidado. O entendimento dos mecanismos de toxicidade da
cisplatina é fundamental na busca por terapias de protecdo. Atualmente nao existe
terapia efetiva capaz de prevenir ou mitigar o dano renal induzido pela cisplatina.
Entretanto, diferentes estudos mostram que o uso de compostos antioxidantes pode
representar uma importante opg¢ao na prevengao da lesédo renal através da reducao
da producao de espécies reativas (ER). O probucol e seu derivado succinobucol s&o
compostos fendlicos com atividade antioxidante principalmente relacionada a sua
capacidade de modular defesas antioxidantes intracelulares e, recentemente, seus
derivados RC363 e RC574 apresentaram efeitos protetores em diferentes modelos de
ferroptose. Neste sentido, o objetivo geral do estudo é investigar o possivel
envolvimento da ferroptose no mecanismo de citotoxicidade da cisplatina, bem como,
avaliar o efeito protetor do composto probucol e seus derivados em células de rim
humano HEK 293. As células foram expostas a concentragbes crescentes de
cisplatina durante 3, 6, 12 e 24h e foram avaliados parametros de viabilidade celular,
niveis de tidis nao proteicos (NPSH), geracdo de ER e peroxidagao lipidica. O
tratamento com cisplatina causou reducao na viabilidade celular em 24 horas, além
de induzir reducao nos niveis de NPSH e aumento na geracao de ER apds 6 horas de
exposic¢ao. Para avaliacdo do efeito protetor do composto probucol e seus derivados,
as células foram pré-tratadas durante 24 horas com os compostos e, em seguida,
expostas a cisplatina. O tratamento com os compostos néo foi capaz de proteger da
diminui¢ao da viabilidade celular induzida pela cisplatina. Para avaliar o envolvimento
da ferroptose no mecanismo de toxicidade da cisplatina, as células foram pré-tratadas
com compostos quelantes de ferro ou com o composto antiferroptético classico
ferrostatina-1 (Fer-1), seguido pela exposigdo ao antineoplasico. Nenhum dos
tratamentos realizados foi capaz de proteger a reducao na viabilidade celular induzida
pela cisplatina nas células HEK 293. Em conjunto, os resultados mostram que o
estresse oxidativo esta relacionado ao mecanismo de toxicidade da cisplatina em
células HEK 293 e que o probucol e seus derivados, bem como os quelantes de ferro
e a Fer-1 nao foram efetivos na protegcao da diminuigdo da viabilidade celular causada
pela cisplatina. Por fim, foi identificado que a ferroptose ndo esta envolvida no
mecanismo de toxicidade da cisplatina em células HEK 293.

Palavras-chave: Cisplatina; Ferroptose; Células HEK 293; Quelantes de ferro;
Probucol; Succinobucol.



ABSTRACT

Cisplatin is an antineoplastic agent used in the treatment of several types of cancer.
Despite its positive effects in cancer treatment, nephrotoxicity is a limiting is a limiting
factor in therapy with the drug. One of the main clinical manifestations induced by
cisplatin is acute kidney injury (AKI). AKl is a condition characterized by a rapid decline
in the excretory function of the kidneys, with consequent accumulation of nitrogenous
products in the blood. Different mechanisms appear to contribute to the renal
pathogenicity of the compound including vascular injury, inflammation, oxidative
stress, and cell death. Ferroptosis is a type of iron-dependent oxidative cell death. Its
role has been described in various pathologies that include renal, cardiovascular, and
neurodegenerative diseases. In relation to cisplatin, the involvement of ferroptosis in
the mechanism of AKI induced by the drug is not yet fully elucidated. Understanding
the mechanisms of cisplatin toxicity is fundamental in the search for protective
therapies. Currently, there is no effective therapy capable of preventing or mitigating
the renal damage induced by cisplatin. However, different studies show that the use of
antioxidant compounds may represent an important option in the prevention of kidney
injury by reducing the production of reactive species (RE). Probucol and its derivative
succinobucol are phenolic compounds with antioxidant activity mainly related to their
ability to modulate intracellular antioxidant defenses and, recently, their derivatives
RC363 and RC574 showed protective effects in different models of ferroptosis. In this
sense, the overall objective of the study is to investigate the possible involvement of
ferroptosis in the mechanism of cytotoxicity of cisplatin, as well as, to evaluate the
protective effect of the compound probucol and its derivatives in human kidney HEK
293 cells. Cells were exposed to increasing concentrations of cisplatin for 3, 6, 12 and
24h and parameters of cell viability, non-protein thiol levels (NPSH), ER generation
and lipid peroxidation were evaluated. Cisplatin treatment caused a reduction in cell
viability by 24 h, and induced a reduction in NPSH levels and an increase in ER
generation after 6 h of exposure. To evaluate the protective effect of the compound
probucol and its derivatives, cells were pretreated for 24 hours with the compounds
and then exposed to cisplatin. Treatment with the compounds was not able to protect
from the cisplatin-induced decrease in cell viability. To evaluate the involvement of
ferroptosis in the mechanism of cisplatin toxicity, cells were pretreated with iron
chelating compounds or the classical antiferroptotic compound ferrostatin-1 (Fer-1),
followed by exposure to the antineoplastic. None of the treatments performed was able
to protect the reduction in cell viability induced by cisplatin in HEK 293 cells. Taken
together, the results show that oxidative stress is related to the mechanism of cisplatin
toxicity in HEK 293 cells and that probucol and its derivatives as well as iron chelators
and Fer-1 were not effective in protecting the reduction in cell viability caused by
cisplatin. Finally, it was identified that ferroptosis seems not to be involved in the
mechanism of cisplatin toxicity in HEK 293 cells.

Keywords: Cisplatin; Ferroptose; HEK 293 cells; Iron chelators; Probucol;
Succinobucol.
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1INTRODUGAO

1.1 CISPLATINA

A cisplatina (cis-diaminodicloroplatina (lI)) € um composto antineoplasico de
platina, da classe dos agentes alquilantes, e sua atividade foi descoberta em meados
de 1960, em um estudo utilizando camundongos com tumor estabelecido
(ROSENBERG et al, 1969). Alguns anos depois, a cisplatina foi aprovada pela agéncia
americana Food and Drug Administration (FDA) para utilizacdo no tratamento de
cancer de ovario e testiculo (HIGBY et al, 1978). A Cisplatina é considerada um dos
antineoplasicos mais eficientes usada mundialmente para tratamento de tumores
sélidos como pulméo, ovario, cabega e pescogo, mama e outros. A justificativa dada
para sua escolha como tratamento para o cancer se da pela eficacia ja comprovada
ha décadas (ALDOSSARY, 2020). Sua estrutura quimica pode ser observada na
figura 1.

Figura 1- Estrutura quimica do composto Cisplatina em 2D.

Fonte: Drugbank <(https://www.drugbank.ca/drugs/DB00515)>

Ao entrar na célula tumoral, através de difusdo ativa, a cisplatina sofre reacdes
de hidrdlise e forma o composto reativo capaz de interagir com os sitios alvos (KLEIN
et al, 2009; SAFAEI et al, 2005). Seu mecanismo de agao se da através da ligagdo do
composto ao DNA formando adutos que impedem o mecanismo de transcricdo e
replicagao celular, resultando na parada do ciclo celular e morte celular por apoptose

(FLOREA et al, 2011). Outros mecanismos também estdo envolvidos no efeito
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antineoplasico da cisplatina como a interferéncia na sintese e reparo de DNA,
producao de espécies reativas de oxigénio (EROs), disfungdo mitocondrial via
estresse no reticulo endoplasmatico rugoso, entre outros (MANOHAR et al, 2018).

Apesar de demonstrar varios efeitos positivos sendo utilizada ha mais de
quarenta anos no tratamento do cancer, seu uso na clinica demonstrou limitagao
devido a seus potenciais efeitos colaterais. A partir de alguns estudos, foi possivel
verificar que ha um grande potencial de desencadeamento de neurotoxicidade,
ototoxicidade e nefrotoxicidade apdés uma unica dose do composto. Dentre estes, a
nefrotoxicidade tem se mostrado como principal fator limitante na terapia com
cisplatina (SANTOS et al, 2012).

A maior parte da cisplatina tem sua excrecao através dos rins, sendo que sua
excrecao biliar e intestinal € minima, o que torna sua concentragao no cortex renal
cinco vezes maior que a concentracao plasmatica, o que explica a facilidade de
desencadeamento de nefrotoxicidade (SANTOS et al, 2012). Atualmente nao existe
um método padronizado para deteccdo precoce da nefrotoxicidade induzida por
cisplatina (KELLAND, 2007), entdo, a disfuncdo renal é identificada através do
aumento da creatinina e ureia séricas (AKCAY et al, 2010).

Uma das principais manifestacdes clinicas da cisplatina é a lesao renal aguda
(LRA) (MANOHAR et al, 2018). A LRA, é uma sindrome caracterizada por um rapido
declinio na fungado excretora dos rins, ou seja, na taxa de filtragdo glomerular (TFG)
com consequente acumulo de produtos nitrogenados no sangue como ureia e
creatinina (BELLOMO et al., 2012). O tratamento com cisplatina parece causar LRA
em 20-30% dos pacientes e, clinicamente, pode ser caracterizada por uma redugéo
na fungao renal que se manifesta como um aumento da creatinina sérica (= 0,3 mg/dL)
ou uma diminuicdo de 0,5 mL/kg/h na excrecéo de urina (HOLDITCH et al, 2019).

Além da LRA, outras formas de manifestacido de toxicidade renal incluem
hipomagnesemia, sindrome de Fanconi, acidose tubular, defeitos no processo de
concentragdo renal, microangiopatia trombdtica, dentre outras complicagdes
(MANOHAR et al, 2018). A exposi¢ao continua e prolongada ao farmaco pode levar a
uma cronicidade da lesao renal e ao desenvolvimento de outras nefropatias (HAN et
al, 2009). Diante disso, algumas medidas sdo adotadas para minimizar os efeitos
toxicos da cisplatina como, por exemplo, 0 aumento da hidratagao dos pacientes em
conjunto com a administragdo de manitol, que favorece a diurese e a excregao do

farmaco, reduzindo a exposicao renal (PERES e CUNHA, 2013). Diretrizes europeias
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recomendam também o ajuste da dose de cisplatina conforme a fungéo renal do
paciente e administracdo de agentes que previnam a nefrotoxicidade (LAUNAY-
VACHER et al., 2008). Entretanto, mesmo com estas medidas, o comprometimento
renal ocorre de maneira frequente.

A cisplatina regula direta e indiretamente a fungao mitocondrial visto que, uma
vez dentro da célula, a sua molécula é hidrolisada em outra carregada positivamente
que interrompe diretamente a agcdo dos complexos mitocondriais 0 que leva ao um
aumento na producédo das espécies reativas (ER) (MILLER et al, 2010). Esse acumulo
de ER devido a disfungdo mitocondrial causado pelo estresse oxidativo € uma
caracteristica da LRA induzida por cisplatina (MAPUSKAR et al, 2019). Estudos
demonstram que melhorar a dindmica mitocondrial, aumentando a disponibilidade de
antioxidantes enddgenos, pode representar um excelente meio de protegcdo aos

efeitos da cisplatina sobre os rins (TANG, 2018).

1.2 MECANISMOS DE NEFROTOXICIDADE DA CISPLATINA

Os mecanismos de nefrotoxicidade da cisplatina tém sido extensivamente
estudados nos ultimos anos (OZKOK et al, 2014; VOLAREVIC et al, 2019; MANOHAR
et al, 2018). A cisplatina possui afinidade com o transportador OCT2 (também
conhecido como SLC22A2), o que favorece sua entrada nas células tubulares renais,
uma vez que essas células expressam altas concentracdes desse receptor. Apds sua
entrada no interior das células renais, a cisplatina sofre uma série de reacgdes
metabdlicas, gerando um composto mais toxico. Neste processo, primeiramente, sao
formados conjugados com o antioxidante glutationa (GSH) (glutationa-S-platina),
através da enzima glutationa-S-transferase. Esses conjugados glutationa-S-platina
sao posteriormente clivados, pela agdo da gama-glutamil transpeptidase (GGT), em
conjugados de cisteinil-glicina, que, por sua vez, sao convertidos em conjugados de
cisteina pela agdo de aminopeptidases e, finalmente, metabolizados a tidis altamente
reativos e nefrotdéxicos pela quinurenina aminotransferase-1 (TOWNSEND et al.,
2003) (Figura 2).
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Figura 2 — Ativagcao metabdlica de conjugados de glutationa a tidis reativos
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Legenda: Alcenos halogenados (X representa o alceno e Y um halogénio (fluor, cloro ou bromo) sédo
metabolizados em nefrotoxinas através desta via. Os alcenos halogenados formam conjugados com a
glutationa (glutationa-S), que sao clivados em conjugados de cisteinil-glicina pela enzima GGT (gama-
glutamil transpeptidase). Em seguida, a enzima aminodipeptidase cliva os conjugados de cisteinil-
glicina em conjugados de cisteina. A enzima Cisteina-S-conjugada beta-liase catalisa a producéo de
tidis reativos instaveis, que sao toxicos. Acredita-se que a cisplatina seja metabolizada através desta
mesma via. Na via proposta, Y representaria um dos cloros da cisplatina e X representaria o restante
da molécula do farmaco. Na via proposta, o enxofre da molécula de glutationa liga-se a platina
deslocando o cloro. Adaptado de TOWNSEND et al, 2013.
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Quando no interior das células renais, a cisplatina inicia diferentes efeitos
citotoxicos culminando na morte celular. Entre os principais mecanismos de
nefrotoxicidade pode-se destacar: i) Danos ao DNA; ii) estresse oxidativo; iii)
disfungdo mitocondrial; iv) estresse no reticulo endoplasmatico; v) resposta
inflamatdria e vi) alteragdes na sinalizagao de calcio intracelular (MANOHAR et al,
2018, TANG et al., 2022).

Figura 3 - Eventos fisiopatoldgicos envolvidos na nefrotoxicidade por cisplatina

Cl
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Legenda: A captacdo de cisplatina pelas células tubulares proximais renais é mediada por
transportadores de membrana, como a familia SLC22A2, SLC22A6 e SLC22A8. Depois de entrar nas
células, um ion cloreto de cisplatina é substituido por uma molécula de agua. A cisplatina hidratada &
entdo bioativada para a forma téxica por uma via dependente de gama-glutamil transpeptidase (GGT)
e quinurenina aminotransferase 1 (KYAT1). O acumulo de cisplatina nas células tubulares proximais
renais induz a dano ao DNA, dano mitocondrial, estresse oxidativo, estresse no reticulo endoplasmatico
(ER), autofagia e regulagéo do ciclo celular. Esses processos resultam na morte das células renais,
inflamacéo e senescéncia celular, que levam a lesdo renal aguda (LRA) e a doenca renal crbnica
(DRC). Adaptado de TANG et al, 2023.
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Dentre estes mecanismos, o estresse oxidativo parece desempenhar um papel
de destaque nos mecanismos citados. A cisplatina pode induzir estresse oxidativo
através da producédo de EROs e também pela deplegdo da GSH (PLABA et al, 2008).
A cisplatina pode induzir producdo de EROs devido a sua rapida reagdo com
moléculas contendo grupos tiés (SH) durante seu mecanismo de bioativagao, o que
acarreta em deplecdo de GSH. Além disso, a cisplatina induz dano mitocondrial, com
consequente aumento na producdo de ER pelas mitocondrias danificadas. A
excessiva geracao de ER compromete o funcionamento de enzimas antioxidantes
como a superéxido dismutase (SOD), responsavel pela reducao do radical anion
superoéxido e da catalase, importante na detoxificagdo de perdxido de hidrogénio. Esse
prejuizo nas enzimas antioxidantes exacerba o dano mitocondrial, formando um ciclo
vicioso. Por fim, a cisplatina também induz formacao de EROs através da ativacao de
enzimas da via do citocromo P450, particularmente o citocromo P450 2E1 (CYP2E1)
e citocromo P450 4A11 (CYP4A11) (PLABA et al., 2008; Quintanilha et al 2017; TANG
et al., 2022). A inibicdo dessas vias e mecanismos, pode levar a redu¢ao dos danos
causados pela cisplatina permitindo uma administragao de doses mais altas e, como
consequéncia, maiores beneficios no tratamento oncoldégico (CASANOVA et al, 2019).

Diversos estudos também demonstraram que a cisplatina ativa diferentes vias
de sinalizacao celular, aumenta a liberagcao de citocinas e moléculas de sinalizagao
nas células epiteliais que resultam em inflamagdo renal, apoptose e necrose
(SANTOS et al, 2012b). O estresse oxidativo € capaz de ativar a caspase-3 e dar inicio
a apoptose (ELDUTAR et al, 2017). Estudos com animais identificaram que a
cisplatina tem a capacidade de aumentar a expressdo da caspase-3, que é
responsavel por danos em células renais e prejuizo na fungao renal (DENIZ et al,
2020.) Também foi observado que a administragao de cisplatina induz o aumento da
expressao de citocinas inflamatdrias e quimiocinas renais, incluindo a interleucina 13,
interleucina 18, CX3CL1 (uma quimiocina envolvida nas etapas iniciais de inflamagao)
e interleucina 3 em camundongos (FAUBEL et al, 2007).

A ativagcao de mecanismos de morte celular por apoptose ou necrose foram
previamente descritos como eventos primarios na indugdo de LRA por cisplatina.
Entretanto, estudos pré-clinicos com inibidores dessas vias de morte celular ndo foram
capazes de prevenir ou evitar a LRA induzida pelo farmaco, indicando que outros tipos

de morte celular podem também contribuir para o desenvolvimento de LRA induzida
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pela cisplatina (YU et al, 2015; TRISTAO et al, 2012; HERZOG et al, 2012). Neste
cenario, a ferroptose, um tipo de morte celular regulada, vem sendo apontada como
um mecanismo de morte celular envolvido na LRA induzida pela cisplatina (GUO et
al, 2018; HU et al, 2020). Entretanto, ainda existem poucos estudos na literatura neste
tema, e o real envolvimento da ferroptose no mecanismo de toxicidade renal da

cisplatina ainda nao esta claro.

1.3 FERROPTOSE

A morte celular por ferroptose ocorre de forma dependente do ferro
intracelular e € uma consequéncia do acumulo de produtos da peroxidacao lipidica
letais para as células. O termo “ferroptose” foi inicialmente proposto em 2012, por
Stockwell e colaboradores, que descreveram como um tipo de morte celular oxidativa
nao-apoptotica, que pode ser induzida por compostos como o RSL3 (um inibidor da
enzima glutationa peroxidase 4 - GPx4 - que induz peroxidacdo lipidica) e pela
erastina (que inibe a captagéo de cistina pelo sistema antiportador cistina/glutamato,
causando deplecdo de GSH) (STOCKWELL et al., 2017). Importante também
destacar que a ferroptose envolve caracteristicas morfologicas, bioquimicas e
genéticas, distintas dos outros tipos de morte celular como apoptose, necrose e
autofagia (DIXON et al., 2012).

Apesar do mecanismo de ferroptose ndo estar totalmente descrito, a
literatura, até o presente momento, mostra que esse tipo de morte celular pode ser
induzido pela inibicdo do sistema antiportador de cistina/glutamato (Xc-), pelo
acumulo de ferro ou acidos graxos poli-insaturados, ou pela deplegédo de inibidores
endogenos de ferroptose, como a GSH e a enzima GPx4 (Stockwell et al., 2017;
DIXON et al., 2012) .

O sistema Xc- é responsavel pelo influxo de cistina (a forma oxidada da
cisteina), juntamente com o efluxo de glutamato (CONRAD e SATO, 2011). Dentro
das células a cistina é reduzida a cisteina (Cys-SH), que é utilizada para a sintese da
GSH ou de outras proteinas (CONRAD e SATO, 2011). A inibigdo do sistema Xc-,
que pode ocorrer por excesso de glutamato extracelular (STOCKWELL, 2017;
LEWERENZ et al., 2018) ou por inibidores diretos como a erastina (DIXON, et al.,
2012, YANG e STOCKWELL, 2016), resulta em uma expressiva deplecédo do

conteudo intracelular de GSH, uma vez que o aminoacido cisteina é o substrato
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limitante na via de sintese da GSH. Essa deple¢cao de GSH é responsavel por induzir
morte celular por ferroptose.

A deplecédo de GSH também pode ocorrer pela inibicao direta da enzima chave
na via de sintese deste antioxidante, a enzima glutamato cisteina ligase (GCL), que
catalisa a condensacdo da cisteina e do glutamato para formar o dipeptideo y-
glutamilcisteina (yGluCys), o qual, em uma segunda reagao catalisada pela enzima
glutationa sintetase (GS), forma o tripeptideo y-glutamilcisteinilglicina (yGluCysGly -
GSH) através da adigdo do aminoacido glicina (FARINA e ASCHNER, 2019). Como a
GCL é responsavel pela etapa limitante da sintese de GSH, sua inibicdo direta
também causa importante deplecao no conteudo de GSH intracelular, culminado com
ferroptose (YANG e STOCKWELL, 2016; LEWERENZ et al., 2018).

A GSH é um importante antioxidante enddégeno ndo enzimatico que serve
como um cofator redutor das enzimas glutationa peroxidases (GPx), as quais séo
responsaveis por catalisar a redugao de peroxidos (por exemplo, R-OOH) em seus
alcoois correspondentes (R-OH) as custas da oxidacdo de duas moléculas de GSH
formando glutationa oxidada (GSSG) (BRIGELIUS-FLOHE e MAIORINO, 2013). No
cenario da ferroptose, a GPx4 exerce um papel fundamental.

A GPx4 é responsavel por converter hidroperdxidos lipidicos (L-OOH), que
apresentam potencial toxicidade em alcoois lipidicos (L-OH), através da doacao de
elétrons da GSH. Durante a ferroptose, o ferro € necessario para o acumulo de L-OOH
e indugdo de peroxidagao lipidica. O ferro normalmente esta ligado as proteinas
transferrina e ferritina e, desta forma, € nao reativo. Entretanto, a deple¢cao de GSH
acaba prejudicando as defesas antioxidantes resultando em acumulo de EROs. Essas
EROs podem oxidar a ferritina citoplasmatica, liberando o ferro no estado ferroso
(Fe2+), o qual pode participar da reagcdo de Fenton com L-OOH, gerados como
consequéncia da inibicdo da GPx4, produzindo radicais lipidicos toxicos que
propagam a reacdao em cadeia da peroxidagao lipidica, resultando em danos nas
membranas bioldgicas e ferroptose (FORCINA E DIXON, 2019).

A inativacdo da GPx4 pode ocorrer indiretamente através da deplecédo da
GSH ou de maneira direta com a utilizagao de inibidores como o composto RSL3. Em
ambas as situagdes, a inibicdo desta enzima resulta no acumulo de L-OOH e

peroxidagao lipidica, culminando em morte celular ferroptotica (DIXON et al, 2012).



25

Figura 4 - Mecanismo de ferroptose
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Legenda: Vias moleculares de regulagao da ferroptose. BSO: butionina sulfoximina, CoQ10: coenzima
Q10, DFO: deferoxamina. Adaptado de YANG e STOCKWELL, 2016.

A peroxidacao lipidica e a morte celular através da ferroptose podem ser
inibidas através do uso de quelantes de ferro como a deferoxamina (DFO) (LI et al,
2020; DIXON et al., 2012). A DFO foi introduzida na clinica na década de 70 e é
utilizada como quelante de ferro para o tratamento de pacientes com sobrecarga de
ferro transfusional, principalmente em pacientes com talassemia beta maior
(CANCADO, 2007). O tratamento com DFO protegeu o aumento da geracdo de EROs
e a morte celular por ferroptose induzidas pela erastina em células de fibrosarcoma
HT-1080 (DIXON et al., 2012).

Outra molélula que foi identificada como inibidora da ferroptose ¢é a ferrostatina-
1 (Fer-1). Dixon e colaboradores demonstraram que a Fer-1 inibiu, de maneira
especifica, a morte induzida pelos indutores de ferroptose erastina e RSL3, sem efeito
protetor frente @ morte por necrose induzida pelo peroxido de hidrogénio e induzida
pelo composto estaurosporina, um indutor classico de apoptose em células de
fibrosarcoma humano HT-1080 (DIXON et al., 2012). Esses mesmos autores também

mostraram um efeito protetor da Fer-1 frente a toxicidade do glutamato em fatias
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organotipicas de cérebro de ratos (DIXON et al., 2012). O mecanismo de protegao da
Fer-1 envolve sua atividade antioxidante do tipo scavenger. A Fer-1 é capaz de
transferir dois atomos de hidrogénio e dois elétrons, reduzindo espécies reativas
lipidicas e, desta forma, bloqueando a peroxidacgéo lipidica (SKOUTA et al., 2014).

A ferroptose foi descrita em diferentes estudos como um mecanismo de morte
celular em diversas patologias incluindo doengas neurodegenerativas, acidente
vascular cerebral, lesdes por isquemia-reperfusdo e LRA (CONRAD et al, 2019; TANG
et al, 2020). Em um modelo de LRA em camundongos, a Fer-1, demonstrou protegéo
contra os danos causados pela cisplatina, indicando que o antineoplasico pode induzir
este tipo de morte celular (HU et al, 2020). De maneira semelhante, em outro estudo,
o tratamento com o quelante de ferro DFO foi capaz de diminuir a peroxidacéo lipidica
induzida pela cisplatina em fatias de rim de rato (KAMEYAMA et al, 1991), indicando
um possivel papel da ferroptose na lesdo renal induzida por cisplatina. lkeda e
colaboradores, em um estudo in vivo em camundongos, mostraram que a cisplatina
causou aumento no acumulo de ferro nos rins, além de aumentar os niveis do
marcador de peroxidagéo lipidica 4-hidroxinonenal (4-HNE), o qual foi reduzido pelo
tratamento com Fer-1 e DFO (IKEDA et al.,, 2021). Em outro estudo recente, foi
demonstrado que a cisplatina induziu reducdo na viabilidade celular, peroxidagcao
lipidica, deplecao de GSH e diminuicdo de GPx4 em células tubulares renais HK2.
Neste mesmo estudo, o tratamento com Fer-1 foi capaz de proteger parcialmente a
perda da viabilidade celular induzida pela cisplatina (YU et al., 2021).

Entretanto, o real envolvimento da ferroptose na toxicidade renal induzida por
cisplatina ainda carece de investigagdo. Conhecer os mecanismos de toxicidade da
cisplatina € importante na busca por estratégias protetoras. Alguns estudos com
compostos antioxidantes vém demonstrando resultados satisfatorios na protecao
frente a nefrotoxicidade causada pela cisplatina como a melatonina (SAAD et al,
2002), N-acetilcisteina (WU et al, 2005), compostos naturais como a curcumina
(WALY et al, 2011), entre outros. Porém, em estudos realizados em humanos, n&o foi
possivel verificar nenhum efeito benéfico desses compostos (WEIJL et al, 2004).
Assim, a busca por terapias capazes de prevenir ou atenuar a toxicidade induzida por
cisplatina torna-se de fundamental importancia para evitar o desenvolvimento de LRA

nos pacientes que fazem uso do medicamento.
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1.4. COMPOSTO PROBUCOL E DERIVADOS

O Probucol foi descrito em 1970 como composto hipolipemiante (BARNHART
et al, 1970) com efeito comprovado em humanos (DRAKE et al, 1969). Apesar de n&o
estar mais em uso devido aos seus efeitos colaterais, trata-se de um composto com
propriedades antioxidantes e antiinflamatéria que foi utilizado durante um longo
periodo para o tratamento de doencgas cardiovasculares (TARDIF et al, 2002). Estudos
demonstraram sua capacidade de modulacdo de defesas antioxidantes (FARINA et
al., 2009; SANTOS et al., 2020) além de efeitos neuroprotetores em modelos de
doencgas neurodegenerativas (COLLE et al, 2013; RIBEIRO et al, 2013; SANTOS et
al, 2012).

O probucol apresentou efeito protetor frente ao dano oxidativo induzido pelo
metilmercurio em culturas primarias de neurbnios cerebelares e, tal efeito foi atribuido
a capacidade do composto em modular positivamente a atividade da enzima
glutationa peroxidase 1 (GPx-1) (FARINA et al., 2009). Um estudo posterior mostrou
efeitos protetores do probucol em um modelo de doenga de Alzheimer induzido pela
administracdo do peptideo AB em camundongos, onde o composto foi capaz de
prevenir a perda sinaptica, os danos cognitivos e a peroxidacgao lipidica induzidos pelo
peptideo AB (SANTOS et al.,, 2012). O tratamento com o probucol também
demonstrou efeito neuroprotetor em um modelo in vivo da doenga de Huntington
induzido pela administragdo do acido 3-nitropropidnico (3-NP) em ratos. Foi observado
que o probucol atenuou os danos motores e alteragdes em marcadores de estresse
oxidativo induzidos pelo 3-NP, além de aumentar os niveis de GSH e a atividade da
enzima GPx no estriado (COLLE et al., 2013a). De maneira semelhante, o probucol
também protegeu os déficits motores e a peroxidagao lipidica no estriado de
camundongos tratados com 6-hidroxidopamina (6-OHDA), em um modelo de doenga
de Parkinson (RIBEIRO et al., 2013).

Por fim, um estudo mais recente mostrou que o probucol é capaz de aumentar
a atividade da GPx1 em células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y), sem alterar a
expressao da enzima, efeito este que foi relacionado a protegdo do composto frente a
toxicidade induzida por peréxidos. Neste mesmo estudo, foi demonstrado que o efeito
protetor do probucol é perdido com o knockdown da GPx1, indicando que o0 aumento
na atividade da enzima tem papel fundamental na protegao exercida pelo probucol
(SANTOS et al., 2020).
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O succinobucol, por sua vez, € um éster monosuccinico derivado do probucol
que retém as propriedades antioxidantes deste composto, mas sem causar seus
efeitos colaterais indesejados (SUNDELL et al, 2003), além de apresentar
propriedades antiinflamatérias (LUYENDYK et al, 2007). O composto também
demonstrou efeitos benéficos em modelos de doenga de Parkinson e Huntington
(SANTOS et al, 2017; COLLE et al, 2016; COLLE et al, 2013b).

Colle e colaboradores, demonstraram, em um modelo in vitro da Doenca de
Huntington com 3-NP, que os tratamentos com probucol e succinobucol foram efetivos
em proteger fragdes sinaptossomais de encéfalo de ratos contra o aumento de EROs,
peroxidagao lipidica e deplegao da GSH. Mas quando comparados, o tratamento com
succinobucol apresentou efeito superior ao do probucol em atenuar a disfungao
mitocondrial causada pelo estresse oxidativo induzido pelo 3-NP (COLLE et al,
2013b). Em outro estudo, o succinobucol também demonstrou efeito protetor frente a
toxicidade induzida pelo 3-NP em células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Tal
efeito, foi atribuido ao aumento da atividade e expressao da enzima GCL e aumento
nos niveis de GSH induzidos pelo pré-tratamento com o composto succinobucol
(COLLE et al, 2016).

Ja em um estudo realizado com modelo de doenga de Parkinson foi
demonstrado que o succinobucol diminuiu sintomas nao motores, neurodegeneragao
e neuroinflamacdo induzidos pela administracdo de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropirinida (MPTP) em camundongos. Neste modelo, o succinobucol
demonstrou ser capaz de impedir a diminuicdo dos niveis de tiroxina hidroxilase (TH)
na substancia negra e corpo estriado dos animais tratados com MPTP (SANTOS et
al, 2017).
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Figura 5 — Estrutura do composto Probucol e derivados
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Legenda: Probucol (A), succinobucol (B), RC363 (C) e RC574 (D). Fonte: Adaptado de Naime, 2022.

Novos compostos analogos do probucol foram sintetizados pelo grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Antonio Luiz Braga (Departamento de Quimica, CFM/UFSC, SC,
BR) em parceria com o Prof. Dr. Marcelo Farina (Departamento de Bioquimica,
CCB/UFSC, SC, BR) como os compostos RC363 e o RC574. Em estudo recente,
esses compostos demonstraram inibicdo da disfungcdo mitocondrial induzida por
glutamato, além de efeitos protetores associados a um aumento da concentracéo e
atividade intracelular da enzima GPx em linhagens de células hipocampais HT22.
Além disso, neste mesmo estudo, o tratamento das células com estes compostos
diminuiu a geragao de superdxidos mitocondriais € demonstrou também protecao
contra os efeitos do composto RSL3, um indutor classico de ferroptose (BUENO et al,
2020). Em outro estudo, os compostos derivados do probucol RC363 e o RC574
demonstraram efeito protetor em modelos de ferroptose induzidos por RSL3,
glutamato e butionina sulfoximina (BSO) em células HT22 e, tal efeito foi similar ao
composto antiferroptotico Fer-1 (NAIME et al, 2022).

Em conjunto esses estudos mostram um importante papel protetor do
probucol e seus derivados em diferentes modelos que envolvem danos oxidativos. Em
especial, os compostos derivados do probucol RC363 e o RC574 ja demonstraram
efeito protetor em modelos de ferroptose. Diante disso, torna-se importante avaliar o
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efeito protetor desses compostos frente a toxicidade da cisplatina, uma vez que nao
existem terapias disponiveis que possam mitigar de maneira efetiva os danos

induzidos pelo farmaco.
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2. JUSTIFICATIVA

Desde a sua aprovagao nos anos 70, a cisplatina vem sendo amplamente
utilizada para o tratamento de neoplasias. Entretanto, a nefrotoxicidade € um fator
limitante na terapia com o farmaco (PERES e CUNHA, 2013). Estima-se que cerca de
um terco dos pacientes desenvolve nefrotoxicidade apdés uma unica dose de cisplatina
(LEBWOHL e CANETTA, 1998). A lesao renal aguda (LRA) € uma das principais
manifestacdes clinicas da nefrotoxicidade da cisplatina. Apesar dos inumeros estudos
sobre os mecanismos de toxicidade da cisplatina sobre os rins, ainda existem
questdes a serem investigadas. Recentemente, a ferroptose tem sido proposta como
um mecanismo importante na patogénese da LRA em diferentes modelos
experimentais (TANG e XIAO, 2020). No entanto, o envolvimento da ferroptose no
mecanismo de LRA induzida pela cisplatina ainda néo esta totalmente elucidado. Um
melhor conhecimento da patogénese da LRA induzida pelo farmaco é crucial para
prevenir o comprometimento renal e melhorar a sobrevida de pacientes em tratamento
com a cisplatina. Além disso, o entendimento dos mecanismos de toxicidade induzidos
pelo farmaco também é fundamental para a busca por terapias de protecgao.
Atualmente ndo existem estratégias terapéuticas efetivas para prevenir ou mitigar o
dano renal induzido pela cisplatina. Uma das estratégias adotadas para prevenir o
comprometimento renal € o aumento da hidratagdo dos pacientes visando evitar o
acumulo do farmaco nos rins (PERES e CUNHA, 2013). Entretanto, esta estratégia é
limitada, ndo sendo capaz de efetivamente evitar ou reduzir a toxicidade do farmaco
sobre o tecido renal. Neste sentido, o interesse em estudar compostos antioxidantes
como o probucol e derivados torna-se relevante, uma vez que esses compostos
apresentaram atividade protetora em diferentes modelos experimentais.
Considerando os argumentos acima destacados, acredita-se que a busca por
possiveis agentes com atividades renoprotetoras € amplamente justificavel. Deste
modo, o objetivo do estudo é investigar o envolvimento da ferroptose na citotoxicidade
da cisplatina em um modelo in vitro em células de rim humano HEK 293, bem como
avaliar o efeito benéfico (terapéutico) dos compostos probucol e derivados frente a
toxicidade induzida pela cisplatina, buscando um melhor entendimento do papel da

ferroptose como mecanismo de morte celular na LRA.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o possivel envolvimento da ferroptose no mecanismo de

citotoxicidade da cisplatina, bem como, avaliar o efeito protetor do composto probucol

e seus derivados em células de rim humano HEK 293.

3.1.1 Objetivos especificos

(i)

Avaliar a toxicidade da cisplatina em células HEK 293 através de ensaios
de viabilidade celular;

Verificar marcadores de estresse oxidativo, envolvidos na morte celular por
ferroptose, como a geragdo de espécies reativas, os niveis de GSH
intracelulares, bem como a peroxidagéo lipidica (geragao de hidroperoxidos
lipidicos) em resposta a exposi¢ao a cisplatina;

Avaliar a toxicidade do PB e dos seus derivados através de ensaios de
viabilidade celular;

Investigar o efeito protetor do composto probucol e seus derivados frente a
toxicidade induzida pela cisplatina;

Avaliar a toxicidade dos compostos quelantes de ferro DFO, deferoxamina
cafeina (DFCAF), deferiprona (DFP) e salicilaldeido isonicotinoil hidrazina
(SIH);

Investigar se os quelantes de ferro DFO, DFCAF, DFP e SIH sao capazes
de proteger da toxicidade induzida pela cisplatina;

Investigar o efeito protetor do composto anti-ferroptético classico Fer-1

frente a toxicidade induzida pela cisplatina nas células HEK 293.
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4. METODOLOGIA

4.1. REAGENTES

Os compostos cisplatina, probucol, ferrostatina-1, brometo de 3-(4, 5-
dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazélio (MTT), 5,5 -ditiobis-(2-acido nitrobenzdico)
(DTNB), 2',7'-dicloro-dihidro-fluoresceina diacetato (DCFH-DA), e dimetilsulfoxido
(DMSO) foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). A sonda
fluorescente borodipirrometenos Bodipy 581/591 C11 (C11-BODIPY381/591) foj
adquirida da empresa Thermo Fischer (Waltham, MA, USA). O meio dubecco’s
modified eagle medium (DMEM) e o soro fetal bovino (SFB) foram obtidos da empresa
Gibco Life Technologies.

O composto succinobucol foi sintetizado previamente em colaboragao com o
Professor Dr. Marcelo Godoi da Universidade Federal do Rio Grande, Campus Santo
Antdnio da Patrulha em parceria ja estabelecida (WEINGARTEN, 2004; COLLE et al,
2013). A sintese dos compostos derivados do probucol, RC363 e RC574 foi realizada
pelo grupo de pesquisa coordenado pelo professor Dr. Antbnio Luiz Braga
(Departamento de Quimica, CFM/UFSC, SC, BR), por intermédio do professor Dr.
Marcelo Farina (Departamento de Bioquimica, CCB/UFSC, SC, BR), e encontra-se
descrita na literatura (Bueno et al., 2020).

O composto DFCAF, derivado da DFO, foi sintetizado pelo grupo de pesquisa
coordenado pelo professor Dr. Breno Pannia Espésito (Instituto de Quimica, USP, Sao
Paulo, BR). A sintese da DFCAF foi previamente descrita na literatura (Alta et al.,
2014). Os compostos quelantes de ferro, DFO, DFP e o composto SIH foram
gentilmente cedidos pelo professor Breno Pannia Espésito (Instituto de Quimica, USP,
Sao Paulo, BR) ao professor Dr. Marcelo Farina (Departamento de Bioquimica,
CCB/UFSC, SC, BR), que, por sua vez, disponibilizou para a utilizagdo neste estudo

4.2. CULTIVO 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 (Departamento de Analises Clinicas, CCS/UFSC, SC, BR).

As células HEK 293 sao provenientes de rim de um feto saudavel abortado em
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meados da década de 70, por causas desconhecidas. As células foram mantidas em
meio DMEM suplementado com 10% de SFB, 2 mM de glutamina, 0,28 pg/uL de
gentamicina e 250 pg de anfotericina B. As culturas foram mantidas em estufa umida
a 37°C com atmosfera de 5% de CO: e cultivadas em placas de petri com area de
crescimento de 60,8 cm?. 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.

4.3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os compostos probucol, seus derivados, ferrostatina e os quelantes de ferro
foram preparados em Dimetilsulfoxido (DMSO) que foi utilizado como veiculo e cuja
concentragéo nao ultrapassou 0,1% nas células. A cisplatina foi preparada em solugao
salina (NaCl 0,9%) estéril.

Primeiramente, a toxicidade da cisplatina nas células HEK 293 foi investigada.
As células foram expostas ao veiculo (salina) ou a cisplatina nas concentragdes de
25, 50, 100, 200, 250, 300 e 500 uM durante 24 horas. Apds este periodo de
exposicao, a viabilidade celular foi analisada através do ensaio de redugcéo do MTT.
A partir deste experimento, as concentracdes de 25, 100 e 250 uM de cisplatina foram
escolhidas para investigar o efeito temporal do antineoplasico nas células. Para isso,
as células foram expostas ao veiculo ou a cisplatina durante 3, 6, 12 € 24 horas. Esse
experimento teve o objetivo de avaliar em qual tempo de exposigao, a cisplatina causa
citotoxicidade, para entdo definir um tempo de exposicdo anterior a diminuicdo da
viabilidade celular para investigar os eventos (marcadores de estresse oxidativo) que
precedem a reducgado na viabilidade das células. Baseado nesses experimentos a
concentracao de 100 uM de cisplatina e o tempo de exposi¢cao de 6 horas foram
escolhidos para os experimentos para avaliacdo dos paradmetros de estresse
oxidativo.

Para o estudo do efeito protetor do probucol e derivados, inicialmente, foi
realizada uma curva de concentragao, anteriormente descritas em estudos realizados
pelo grupo de pesquisa, com os compostos probucol e seus derivados para entao
definir qual a concentragao que seria usada para cada composto nos experimentos

posteriores. As células foram tratadas com veiculo (DMSO 1%), probucol,
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succinobucol, RC 363 ou RC 574 nas concentragdes de 0,5, 1, 3 e 10 uM, durante 48
horas e, ao final do tratamento, foi realizado o teste de viabilidade celular através do
ensaio de reducdo do MTT. Baseado nestes resultados, foram escolhidas as
concentracdes de 0,5 e 3 yM do composto probucol e seus derivados para utilizagao
nos ensaios de protegao.

Para os ensaios de protegdo com os derivados do probucol, as células foram
pré-tratadas com veiculo (DMSO 1%, sendo 0,1% quando no pog¢o) ou com o0s
compostos (nas concentragdes escolhidas previamente), durante 24 horas e, em
seguida, expostas a 100 uM de cisplatina por 24 horas. Apds este periodo, a
viabilidade celular foi analisada.

Em relagdo aos quelantes de ferro, também foram realizadas curvas de
concentracéo, onde as células foram tratadas com veiculo (DMSO 1%), 0,5, 1, 3, 10
e 20 uM dos quelantes DFO, DFCAF, DFP e SIH. Apds esses tratamentos foi
realizado o ensaio de viabilidade celular e, a partir dos resultados obtidos, foram
determinadas as concentracdes de 0,5 e 3 uM para os compostos SIH e DFO e 0,5,
3 e 10 uM para a DFCAF e a DFP.

Para os ensaios de protecdo com os quelantes de ferro, as células foram pré-
tratadas com veiculo (DMSO 1%) ou com os compostos DFO, DFCAF, DFP e SIH
(nas concentragdes escolhidas previamente), durante 24 horas e, em seguida,
expostas a 100 yM de cisplatina por 24 horas. Apos este periodo, foi realizado o
ensaio para avaliagao da viabilidade celular.

Em experimentos paralelos, as células HEK 293 foram tratadas com veiculo
(DMSO 1%) ou com composto antiferroptético classico Fer-1 nas concentragdes de
0,5 e 3 uM (NAIME et al, 2022) durante 24 ou 1 hora, seguida da exposi¢ao a cisplatina
durante 24 horas. Apds este periodo, foi realizado o ensaio para avaliacdo da

viabilidade celular.

4.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

O ensaio de redugao do MTT (MOSMAN, 1983) foi utilizado para verificar a
viabilidade celular. Neste ensaio verifica-se a capacidade de reducdo do sal
tetrazolico, MTT, [brometo de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazdlio], pelas

desidrogenases mitocondriais, em um composto azulado denominado formazan,
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sendo quena quantidade de cristais de formazan formada é diretamente proporcional
a quantidade de células viaveis (MOSMANN, 1983).

Para os ensaios de viabilidade, as células HEK 293 foram cultivadas em
placas de 96 pogcos com 6.000 células por pocgo e, apds 24 horas de cultivo, as células
receberam os tratamentos, conforme destacado no item anterior (4.3).

Apos os tratamentos, o meio de cultivo foi removido e, em seguida, foi
adicionado aos pog¢os 100 yL de uma solugédo de MTT (0,5 mg/mL). As células foram
incubadas durante uma hora e meia a 37 °C, protegidas da luz. Ap6s o tempo de
incubacao, a solugao de MTT foi removida e 100 yL do solvente DMSO puro foi
adicionado aos pogos para solubilizar o formazan. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotdmetro (Multileitora Infinite M200 - TECAN) no comprimento
de onda de 540 nm. A viabilidade celular foi expressa pela porcentagem do controle

(células tratadas com veiculo, 100%).

4.5. ENSAIO PARA DETERMINAGCAO DE TIOIS NAO-PROTEICOS (NPSH)

A determinacao da concentracéo intracelular de glutationa (GSH) foi realizada
através de método previamente descrito por Ellman, no qual é mensurado
principalmente glutationa reduzida (ELLMAN, 1959). Conforme Cooper, 1998, o
conteudo de NPSH é proporcional a concentracdo de GSH, sendo que cerca de 95%
dos tidis nao-proteicos correspondem a GSH. Este ensaio é baseado na reacédo do
composto DTNB com grupos tidis, apds precipitacdo das proteinas que contém grupos
tidis em sua estrutura, resultando na formacao do composto 5,5’tiobis-(2-acido
nitrobenzoico) (TNB), o qual pode ser mensurado em comprimento de onda
especifico. A concentragdo de TNB formada é proporcional ao conteudo de NPSH
(ELLMAN, 1959). Neste ensaio foram cultivadas 291.000 células/pogo, em placas de
6 pocos e, apds 48 horas do plaqueio, as células foram tratadas, sendo 2 pogos com
veiculo (salina) e 2 pogos com 100 uM de cisplatina durante 6 horas. Apds o tempo
de exposicdo, as células foram lavadas com 1000 yL de PBS 0,01 M a 37°C e
coletadas com 200 uL de uma solugao de PBS 0,01 M contendo 0,5% de Triton X-
100, com o auxilio de raspadores. Apos a coleta, 20 uL de amostra foi reservado para
posterior determinacao de proteinas e o restante foi precipitado com 180 uL de acido
tricloroacético (TCA) 10% gelado e levado a centrifugagao por 10 minutos, a 4°C, em

velocidade de 5000xg. Finalizada esta etapa, havia um precipitado com o conteudo
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proteico, que foi descartado e um sobrenadante que foi utilizado para a determinagao
de NPSH apés incubagdo com DTNB 10 mM em Tampao fosfato de potassio (TFK
1M pH 7,0).

As absorbancias das amostras formam mensuradas no comprimento de onda
de 412 nm utilizando espectrofotobmetro (Multileitora Infinite M200 - TECAN). Os
resultados foram calculados através da curva de concentracdo de GSH para
determinar o conteudo de NPSH (nmol de NPSH/mg de proteina) e expressos como

percentual do controle (células tratadas com veiculo).

4.6. ENSAIO DA 2',7'-DICLORO-DIHIDRO-FLUORESCEINA DIACETATO (DCFH-
DA)

Para avaliar a producdo de espécies reativas (ER) foi utilizado o
composto 2',7'-dicloro-dihidro-fluoresceina diacetato (DCFH-DA). A DCFH-DA é uma
sonda fluorescente que sofre uma reacéo de desacetilacdo ao ser internalizada pelas
células, formando o composto DCFH que, por sua vez, € reduzido pelas espécies
reativas, produzindo como consequéncia o composto fluorescente DCF. Este
composto emite fluorescéncia que, quando determinada, € proporcionalmente
correspondente a quantidade de ER geradas internamente nas células
(KALYANARAMAN et al., 2012).

Para isto, células HEK 293 foram cultivadas em placas de 24 pogos (60.000
células/pocgo) e, apdés 48 horas do plaqueio, foram tratadas com TBOOH 2,5 mM
(controle positivo), com veiculo ou com 100 yM de cisplatina. Logo apds o tratamento,
as células foram expostas a sonda DCFH-DA na concentracédo de 10 uM
(concentragao final nos pogos). Em seguida foi realizada a leitura da fluorescéncia, a
cada 30 minutos, nos comprimentos de onda de 488 nm para excitagcao e 525 nm para
emissao, por 6 horas, sob temperatura constante de 37°C em espectrofotdémetro
(Multileitora Infinite M200 - TECAN). Os resultados da fluorescéncia da DCF foram
analisados e a produgédo de espécies reativas foi expressa pela porcentagem do

controle (células tratadas com veiculo).

4.7. ENSAIO PARA DETERMINAGAO DE PEROXIDOS LIPIDICOS COM A SONDA
FLUORESCENTE C11-BODIPY?581/591
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A sonda fluorescente borodipirrometenos Bodipy 581/591 C11 (C11-
BODIPY?%81/591) foi utilizada para determinar a produgdo de hidroperoxidos lipidicos.
Trata-se de um reagente lipofilico com sensibilidade a peroxidagéo lipidica pois
apresenta uma estrutura polar e apolar simultaneamente. Sua porgéo apolar favorece
a incorporagao da sonda na membrana plasmatica enquanto seu carater polar
apresenta ligagdes duplas que estao suscetiveis a oxidagao por radicais peroxil. Esta
oxidacéo faz com que sua fluorescéncia altere sua coloragao de vermelho para verde
identificando assim a peroxidagao de lipidios da membrana (NAGUIB, 1998).

As células foram cultivadas em placas de 24 pocos (60.000 células/pogo) e,
ap6s 48 horas do plaqueio, foram expostas ao veiculo (salina) ou a 100 uyM de
cisplatina. Logo apds a exposicdo, foi adicionada a sonda fluorescente C11-
BODIPY581591 na concentragdo de 10 uM em cada pogo. Em seguida foi realizada a
leitura da fluorescéncia, a cada 30 minutos, nos comprimentos de onda de 530 nm/590
nm (excitacdo/emissdao) para a fluorescéncia vermelha e 485 nm/528 nm
(excitacdo/emissdo) para a fluorescéncia verde, por 6 horas, sob temperatura
constante de 37°C em espectrofotometro (Multileitora Infinite M200 - TECAN). Os
resultados foram calculados como a raz&o entre a fluorescéncia da sonda oxidada
(verde) sobre a fluorescéncia da sonda reduzida (vermelho) e expressos em

porcentagem do controle (Células tratadas com veiculo).

4.8. ENSAIO PARA A DETERMINACAO DE PROTEINAS

A determinacdo do conteudo proteico foi realizada conforme o método
descrito por Lowry e colaboradores (1951). Neste ensaio foi utilizado a aliquota de 20
ML de amostra reservada anteriormente durante o ensaio de determinagdo de NPSH.
Uma curva padrao de albumina de soro bovino foi utilizada para o calculo da
concentracéo de proteinas celular.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Para as analises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad Prisma 9.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Analises de variancia (ANOVA) de uma
ou duas vias foram utilizados para avaliar as diferengas entre grupos, seguido do teste

de comparacdes multiplas de Tukey. Diferencas entre dois grupos (controle versus
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cisplatina) foram analisadas através de teste t de Student. Os dados foram
representados como média  erro padrao da média e as diferengas entre grupos foram

consideradas significativas para um valor de p< 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CITOTOXICIDADE DA CISPLATINA EM CELULAS HEK 293

Inicialmente, foi avaliada a citotoxicidade da cisplatina nas células HEK 293. As
células foram expostas a cisplatina nas concentragdes de 25, 50, 100, 200, 250, 300
e 500 uM durante 24 h. Conforme a figura 6, a exposi¢céo a cisplatina causou uma
reducao significativa na viabilidade celular em todas as concentragdes testadas (p<

0,001).

Figura 6 - Toxicidade da cisplatina em células HEK 293
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Legenda: As células foram expostas ao veiculo (Salina) ou a cisplatina (25 - 500 pM). Apds 24 horas
de exposicao, o ensaio de viabilidade celular foi realizado. Os dados representam a média £+ EPM (n =
4). ** p < 0,001 e **** p < 0,0001 indicam diferenga quando comparados ao grupo controle (veiculo)

(ANOVA de uma via seguido pelo teste de comparagcdes multiplas de Tukey).

Baseado nesses resultados, foram escolhidas as concentracdes de 25, 100 e
250 uM de cisplatina para avaliar a toxicidade temporal deste composto nas células
HEK 293. Para este experimento, as células foram expostas a cisplatina, nas
concentracdes previamente determinadas, nos tempos de 3, 6 e 12 horas.

A exposigao a cisplatina durante 3 horas, ndo causou alteragao significativa na
viabilidade celular em nenhuma das concentragées testadas (Figura 7A). Por outro

lado, a cisplatina, na concentragao de 250 uM, causou uma reducgao significativa na
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viabilidade das células apos 6 e 12 horas de exposi¢ao (13%, p<0,001 e 20%, p<0,01,
respectivamente; Figura 7B-C). Baseados nesses resultados, a concentragdao de
100 uM, a qual em 24 horas reduziu aproximadamente 60% a viabilidade celular, foi
escolhida para os demais experimentos. Além disso, o tempo de exposi¢céo de 6 horas,
no qual ndo houve alteragao na viabilidade celular, foi escolhido para avaliagdo dos
eventos que precedem a perda de viabilidade, como os parametros de estresse
oxidativo relacionados a indugao de morte celular por ferroptose (geragao de espécies

reativas, conteudo de GSH intracelular e peroxidagao lipidica).

Figura 7 - Toxicidade temporal da cisplatina em células HEK 293
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Legenda: As células foram expostas ao veiculo (Salina) ou a cisplatina 25, 100 ou 250 uM por 3 (A), 6
(B) ou 12 horas (C). Apos cada periodo de exposicao o ensaio de viabilidade celular foi realizado. Os
dados representam a média + EPM (n = 5). ** p < 0,01 e ** p < 0,001 indicam diferenca significativa
quando comparados ao controle (ANOVA de uma via seguido pelo teste de comparag¢des multiplas de
Tukey).
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5.2 EFEITOS DA EXPOSICAO A CISPLATINA NA GERAGAO DE ESPECIES
REATIVAS, NA PEROXIDACAO LIPIDICA E NOS NIVEIS DE GSH EM CELULAS
HEK 293

A geracédo de ER, a deplecdo de GSH e a peroxidagao lipidica sdo eventos
primarios envolvidos na morte celular por ferroptose (DIXON et al., 2012). Diante
disso, para investigar se a cisplatina € capaz de induzir a morte celular ferroptotica em
células HEK 293, primeiramente fomos investigar se o antineoplasico era capaz de
induzir geracao de ER. Na figura 8A, podemos observar que a exposi¢ao a cisplatina
na concentracao de 100 uM causou um aumento significativo na geracéo de ER apods
1, 3 e 6 horas de exposicédo (p<0,05). Porém, a cisplatina, em nenhum dos tempos
testados, foi capaz de induzir aumento significativo na peroxidagao lipidica (Figura
8B).

Em relagdo ao conteudo de GSH, a cisplatina causou uma deplegao
significativa apos 6 horas de exposi¢cdo (p<0,05; Figura 8C). Em conjunto, esses
resultados indicam que a geracao de ER e a deplecdo de GSH, observados apods 6
horas de tratamento com a cisplatina, s&o provavelmente mecanismos que antecedem
a diminuicdo da viabilidade das células que ocorre apds 24 horas de exposi¢cdo ao
antineoplasico. Além disso, uma vez que esses mecanismos estdo envolvidos na
morte celular por ferroptose, os resultados podem indicar um possivel envolvimento
desse tipo de morte celular no mecanismo de toxicidade da cisplatina em nosso
modelo. E, apesar da peroxidacao lipidica ndo ter aumentado apos 6 h de exposicao
a cisplatina, ndo podemos descartar que tal fenbmeno possa estar ocorrendo em
tempos mais tardios, uma vez que tanto a geragao de ER quanto a deple¢ado da GSH
sdo mecanismos que antecedem a peroxidacgao lipidica. Assim, valeria investigar o

marcador de peroxidacao lipidica apds 12 h de exposicéo a cisplatina.
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Figura 8 - Efeitos da cisplatina sobre a geracao de ER, peroxidacéo lipidica e

concentracdo de GSH em células HEK 293.
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Legenda: (A) As células foram expostas ao veiculo (Salina) ou a cisplatina 100 yuM durante 1, 3 e 6
horas e a geracdo de ER foi monitorada através a sonda DCFH-DA e os dados expressos em
porcentagem do controle (células tratadas com veiculo, 100%). (B) As células foram expostas ao
veiculo (Salina) ou a cisplatina 100 uM durante 1, 3 e 6 horas e a peroxidacao lipidica foi monitorada
através a sonda C11-BODIPY581/591 e os dados expressos em porcentagem do controle (células
tratadas com veiculo, 100%). (C) As células foram expostas ao veiculo (Salina) ou a cisplatina 100 yM
por 6 horas, seguido do ensaio do NPSH. Os dados foram expressos pela porcentagem do controle
(células tratadas com veiculo, 100 %). Os dados representam a média £+ EPM (n = 3-4). * p < 0,05

indicam diferengca quando comparados ao grupo controle através de teste t de Student.

Ha muitas décadas que o estresse oxidativo tem sido apontado como um
importante fator na nefrotoxicidade da cisplatina. O aumento na geracao de EROs ja
foi demonstrado tanto em modelos in vitro quanto in vivo (CHEN et al., 2019; WANG

et al., 2019; GILANI et al.,, 2022). Como mencionado anteriormente, um dos
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mecanismos responsaveis pelo aumento na geragao de ER apos o tratamento com a
cisplatina é a deplecéo da GSH. A GSH é um antioxidante enddgeno nao-enzimatico
responsavel pela manutencdo do equilibrio redox das células, agindo como uma
importante defesa celular frente as ER. Durante a detoxificacdo de EROs, a GSH pode
reagir de forma nao-enzimatica com as EROs e também atuar como um doador de
elétrons na reducdo de perodxidos pela agdo das enzimas GPx (BRIGELIUS-FLOHE e
MAIORINO, 2013). A exposigao a cisplatina causa deple¢cado da GSH, uma vez que o
farmaco, apo6s ser captado pelas células € metabolizado a um composto altamente
reativo, que rapidamente pode reagir com moléculas contendo grupos tidis
(TOWNSEND et al., 2003). Esse mecanismo resulta na inativagao e depleg¢ao da GSH,
modificando o estado redox das células, levando a um acumulo de EROs enddgenas
e estresse oxidativo (PLABA et al., 2008; TANG et al., 2022). Em nosso estudo, a
exposicao a cisplatina por 6 h causou deplecdo de GSH, evento esse que foi
acompanhado por um aumento na geragao de ER, também verificado apds 6 h de
exposicdo ao farmaco. Nossos resultados corroboram os achados de Wang e
colaboradores, que também verificaram aumento na geracédo de ER e citotoxicidade
apo6s exposicado a 100 uM de cisplatina em células HEK 293 (WANG et al., 2019). Esse
aumento na geracao de ER pode estar relacionado a deplegcdo de GSH induzida pela
cisplatina; entretanto, a cisplatina também €& capaz de gerar ER através de outros
mecanismos como disfung&o mitocondrial e via sistema do citocromo P450 (PLABA
et al., 2008; QUINTANILHA et al 2017; TANG et al., 2022). Esses eventos, apesar de
nao terem sido avaliados em nosso modelo, devem também ser considerados como

mecanismos envolvidos na geracao de ER pela cisplatina.

5.3. AVALIACAO DO EFEITO PROTETOR DO PROBUCOL E SEUS DERIVADOS
FRENTE A CITOTOXICIDADE INDUZIDA POR CISPLATINA EM CELULAS HEK 293

Inicialmente, antes de avaliar se o probucol e seus derivados protegiam da
toxicidade induzida pela cisplatina, foi avaliada a viabilidade das células HEK 293 apés
o tratamento com diferentes concentragcdes desses compostos antioxidantes. O
objetivo desse experimento foi avaliar se os compostos causavam alguma toxicidade
nas células, para entao definir quais concentracdes seriam usadas para os ensaios
de protecdo. O tratamento com o composto probucol e com seus derivados RC363 e

RC574, durante 48 h, ndo causou alteracdes significativas na viabilidade celular, em
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nenhuma das concentragdes testadas (Figura 9A, 9C e 9D, respectivamente). Por
outro lado, foi observada uma redugao de aproximadamente 45% na viabilidade das
células tratadas com o composto succinobucol na concentragdo de 10 yM (p< 0,001;
Figura 9B). A partir destes resultados, estabeleceu-se entdo as concentragdes de 0,5
e 3 UM para todos os compostos, as quais ndo demonstraram efeitos citotdxicos no

ensaio de viabilidade celular, para serem utilizadas nos ensaios posteriores.

Figura 9 - Efeitos do tratamento com o probucol e seus derivados na
viabilidade de células HEK 293
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Legenda: As células foram tratadas com concentragbes crescentes dos compostos probucol (A),
succinobucol (B), RC363 (C) e RC574 (D) por 48h. A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio
de reducado do MTT. Os resultados sao expressos em porcentagem do controle. Todos os experimentos
foram realizados em duplicata e os dados representam média + EPM de 3 experimentos independentes.

p<0,001 indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle através de analise de varidncia

de uma via, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.

Tendo em vista os resultados obtidos anteriormente, investigou-se o possivel

efeito protetor do probucol e seus derivados na toxicidade induzida por cisplatina.
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Nestes experimentos as células foram pré-tratadas com veiculo, probucol,
succinobucol, RC363 e RC574 durante 24 h, nas concentragdes de 0,5 e 3 uM.
Posteriormente, as células foram expostas a cisplatina 100 uM e o ensaio de
viabilidade celular foi realizado apos 24 h de exposi¢cdo a cisplatina. Na figura 10,
podemos observar que a cisplatina induziu redugéo significativa na viabilidade celular,
porém os tratamentos com o composto probucol e seus derivados nao foram capazes
de proteger as células frente ao efeito citotoxico induzido pela cisplatina em nenhuma

das concentracdes testadas.

Figura 10 - Avaliagcéo do efeito protetor do probucol e seus derivados na

reducéo da viabilidade celular induzida por cisplatina
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Legenda: As células foram pré-tratadas com 0,5 e 3 uM de probucol (A) e seus derivados succinobucol
(B), RC363 (C), RC574 (D), durante 24 h e, posteriormente, expostas a 100 uyM de cisplatina por 24 h.
A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de redugao do MTT. Os resultados sao expressos
em porcentagem do controle (células tratadas com veiculo). Todos os experimentos foram realizados
em duplicata e os dados representam médias + EPM de 6 experimentos independentes. * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 indicam diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle através
de analise de variancia de duas vias, seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.
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Um estudo recente realizado com modelo in vitro demonstrou que o probucol
e 0 succinobucol ndo apresentaram efeito protetor em modelo de ferroptose induzida
por Glutamato, BSO e RSL3 em células HT22. Ja os compostos RC363 e RC574, nas
concentracdes de 0,5 e 3 uM, demonstraram protecao total frente a morte celular
ferroptotica induzida pelo Glutamato e pelo RSL3. Ambos também apresentaram, na
concentracao de 0,5 uM, reversao parcial dos efeitos do tratamento com BSO. Além
disso, no mesmo estudo, foi demonstrado que o efeito protetor desses compostos foi
semelhante ao efeito protetor da Fer-1 (NAIME et al, 2021), indicando que esses
compostos possuem atividade antiferroptotica. Apesar de Naime e colaboradores
utilizarem como método de avaliagdo o co-tratamento, devido a limitagdes das células
HEK 293, no presente estudo foi realizado tratamento prévio.

Em nosso estudo, os compostos RC363 e RC574 ndo protegeram da
toxicidade da cisplatina. Talvez a falta de protecdo pode estar relacionada ao
protocolo de tratamento utilizado em nosso estudo (pré-tratamento por 24 h). No
estudo de Naime et al, 2021, os tratamentos com os compostos foram realizados 6
horas apds a exposicao aos indutores de ferroptose Glutamato e BSO, tempo este em
que a deplecdo da GSH ja estavam ocorrendo (NAIME et al, 2021). Em relacédo ao
composto RSL-3, o efeito protetor dos derivados do probucol foi observado somente
quando realizado um co-tratamento com os compostos, indicando que o tempo de
tratamento é um fator importante para verificar um possivel efeito protetor.

Uma vez que esses compostos possuem atividade antioxidante direta (NAIME
et al, 2021), seu feito protetor sobre a ferroptose pode envolver uma atividade do tipo
scavenger, neutralizando ER lipidicas e impedindo a morte celular por ferroptose.
Entretanto, em nosso estudo, como os tratamentos foram realizados 24 h antes da
exposicao a cisplatina, talvez essa atividade antioxidante direta possa ter sido perdida,
0 que pode ter comprometido o0 mecanismo de prote¢ao desses compostos.

Outro fator que deve ser levado em consideracao € o fato de que em nosso
modelo de células HEK 293, a ferroptose possa ndo ser a principal via de morte celular
induzida pela cisplatina. Estudos ja demonstraram que a cisplatina induz tanto necrose
como apoptose (SANTOS et al.,, 2012b; TANG et al., 2023). Um estudo recente
mostrou que o tratamento com cisplatina, na mesma concentracdo utilizada no
presente estudo (100 uM), foi capaz de induzir morte celular por apoptose apos 24 h

de exposigado ao farmaco em células HEK 293 (WANG et al., 2018). Talvez frete a
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outros tipos de morte celular diferentes da ferroptose os compostos derivados do

probucol ndo sejam efetivos em proteger as células.

5.4 AVALIACAO DO EFEITO PROTETOR DE QUELANTES DE FERRO NA
CITOTOXIDADE DA CISPLATINA EM CELULAS HEK 293

Considerando que os compostos derivados do probucol nao foram capazes de
proteger as células HEK 293 frente a toxicidade da cisplatina e, aliado a isso, para
testar a hipotese de que a ferroptose estaria envolvida no mecanismo de toxicidade
da cisplatina em células HEK 293, fomos investigar se o quelante de ferro DFO, que
ja demonstrou efeito protetor em outros modelos de ferroptose (DIXON et al., 2012),
seria capaz de proteger da toxicidade da cisplatina. Além desse quelante, resolvemos
utilizar outros trés novos compostos como os quelantes SIH, DFP e DCAF.

Para isso, primeiramente foram realizados ensaios de toxicidade dos quelantes
de ferro nas células HEK 293, para entao definir quais concentragdes seriam utilizadas
nos ensaios de protecdo. As células foram tratadas com os quelantes de ferro, em
diferentes concentragdes, por 48 horas, e, em seguida, foram realizados ensaios para
avaliagao da viabilidade celular.

O tratamento com o quelante SIH, causou reducao significativa na viabilidade
celular na concentragdo de 20 uM (p<0,05; Figura 11A). Ja o quelante DFO induziu
uma redugdo na viabilidade das células nas concentragdes de 10 e 20 uM (p<0,05 e
p<0,01, respectivamente; Figura 11B). Por outro lado, ndo foram observadas
alteracdes significativas na viabilidade das células tratadas com os quelantes DFP e
DCAF em nenhuma das concentragdes testadas (Figuras 11C e 11D). A partir destes
resultados, estabeleceu-se entdo as concentragdes de 0,5 e 3 uM para os quelantes
SIH e DFO e as concentragdes de 0,5 yM, 3 uM e 10 uM para os quelantes DFP e
DCAF, as quais nao demonstraram efeitos citotéxicos no ensaio de viabilidade celular,
para serem utilizadas nos ensaios posteriores.

Para investigar o possivel efeito protetor dos quelantes e ferro, as células foram
pré-tratadas com os compostos nas concentragoes pré-estabelecidas no experimento
anterior durante 24 horas e, posteriormente, expostas a cisplatina 100 yM. O ensaio
de viabilidade celular foi realizado apds 24 h de exposigao a cisplatina. Na figura 12

podemos observar que a cisplatina induziu uma redugao significativa na viabilidade
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celular (p<0,0001; Figura 12A-D), porém o pré-tratamento com os quelantes, nao foi

capaz de proteger as células contra o efeito citotdxico induzido pelo farmaco.

Figura 11 - Toxicidade dos compostos quelantes de ferro DFO, DFCAF, SIH e DFP
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Legenda: As células foram expostas ao veiculo (DMSQ) ou a concentragdes crescentes (0,5 - 20 yM)
SIH (A), DFO (B), DFP (C) e DFCAF (D). Ap6s 24 horas de exposigao o ensaio de viabilidade celular
foi realizado. Cada barra representa a média + EPM de 3 experimentos independentes. *p < 0,05 e **p

< 0,01 indicam diferenga quando comparados ao grupo controle (ANOVA de uma via seguido pelo teste

de comparagdes multiplas de Tukey).
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Figura 12 - Efeito protetor dos quelantes de ferro frente a toxicidade da cisplatina em
células HEK 293
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Legenda: As células foram tratadas com veiculo (DMSQO) ou com 0,5 € 3 uM de SIH (A), 0,5 e 3 uM de
DFO (B), 0,5, 3 e 10 uM de DFP (C) e 0,5, 3 e 10 uM de DCAF (D) durante 24 horas. Em seguida, as
células foram expostas a 100 uM de cisplatina e, apds 24 horas, o ensaio de viabilidade celular foi
realizado. Cada barra representa a média £ EPM (n = 3). ***p < 0,00 1 e ****p < 0,0001 indicam diferenca
quando comparados ao grupo controle (veiculo) (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de

comparacgdes multiplas de Tukey).

A DFO é um quelante de ferro que foi aprovado para uso em 1968 pelo Food
and Drug Administration (FDA) e apresentou efeito inibidor sobre a ferroptose causa
pela erastina e RSL3 (DIXON et al, 2012), porém seu uso na clinica tem baixa adesao
devido as dificuldades encontradas durante o tratamento. Buscando novos compostos
qgue pudessem demonstrar efeitos similares aos da DFO, porém sem as adversidades,
o professor Breno Pannia Espdsito em conjunto com seu grupo de pesquisa,
desenvolveram um conjunto da molécula de DFO com cafeina chamada de
deferoxamina-cafeina (DFCAF) que apresentou as mesmas caracteristicas

antioxidades da DFO juntamente com maior permeabilidade celular (ALTA et al,
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2014). Até o momento nao existem estudos comparativos dos efeitos antiferroptoticos
entre DFO e DFCAF.

Da mesma forma, a pesquisa por novos quelantes de ferro semelhantes a DFO
que evitassem a relutancia de seu uso na clinica fez surgir a DFP, atualmente
fornecida pelo Sistema Unico de Saude (SUS). A DFP (1,2-dimetil-3-hidroxi-4-
piridona) possui maior capacidade de quelar o ferro intracelular e vem se
demonstrando promissor em estudos para o tratamento de doencas
neurodegenerativas (CRICHTON et al, 2019).

O SIH (Salicialdeido isonicotinoil hidrazina) € um quelante de ferro experimental
altamente lipofilico que penetra as membranas celulares e quela o ferro de forma
eficaz, desta forma inativando a produgao de espécies reativas dependentes de ferro.
Estudos demostraram que o SIH quando em contato com H202 protegeu células H9c2
de perda de potencial de membrana e morte celular devido a impedir os danos
oxidativos (SIMUNEK et al, 2005). Desta forma o estudo de novos quelantes de ferro
que apresentam este perfil de maior lipofilicidade e com estudos que ja apresentam
efeitos promissores como protetores contra a ferroptose podem ser estratégias de

protecao além das convencionais.

5.5 AVALIACAO DO EFEITO PROTETOR DO ANTIFERROPTOTICO CLASSICO
FERROSTATINA-1 NA CITOTOXIDADE DA CISPLATINA EM CELULAS HEK 293

Como nao verificamos nenhum efeito protetor dos derivados do probucol € nem
dos quelantes de ferro sobre a toxicidade induzida pela cisplatina nas células HEK
293, resolvemos testar se o agente antiferroptético classico Fer-1 era capaz de
proteger as células frente a toxicidade do antineoplasico e, desta forma, avaliar se a
ferroptose estaria de fato envolvida ou ndo em nosso modelo.

Para este experimento, as células foram pré-tratadas com Fer-1, nas
concentragdes de 0,5 e 3 uM, durante 1 ou 24 horas, seguida da exposi¢ao a cisplatina
por 24 horas. A figura 13 mostra que em nenhum dos protocolos experimentais
testados houve um efeito protetor da Fer-1 sobre a diminui¢gado da viabilidade celular
induzida pela cisplatina nas células HEK 293 (Figura 13A e 13B). Esses dados indicam
que a ferroptose parece nao estar envolvida no mecanismo de toxicidade da cisplatina

nas células HEK 293, pelo menos nas condicdes testadas no presente estudo.



52

Figura 13 - Efeito protetor da Fer-1 frente a toxicidade da cisplatina em células HEK
293.
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Legenda: As células foram tratadas com veiculo (DMSO) ou com 0,5 e 3 uM de Fer-1 por 1 (A) ou 24
horas (B), seguido da exposicdo a 100 uM de cisplatina por 24 horas. Em seguida, o ensaio de
viabilidade celular foi realizado. Cada barra representa a média + EPM (n = 4). ****p < 0,0001 indicam

diferenga quando comparados ao grupo controle (veiculo) (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de
post hoc Tukey).

Yu e colaboradores demonstraram em seu estudo, em células epiteliais de
tubulo proximal (HK2), que quando a cisplatina reduziu a viabilidade celular, o inibidor
de ferroptose Fer-1 melhorou significativamente as taxas de sobrevivéncia celular,
sugerindo que a ferroptose € um dos mecanismos que esta envolvido na LRA induzida

pela cisplatina (YU et al, 2021). Em outro estudo recente, a Fer-1 também demonstrou
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efeito protetor frente ao dano renal induzido pela cisplatina em um modelo in vivo em
camundongos. Neste estudo, o tratamento com Fer-1 foi capaz de reduzir o marcador
de peroxidacao lipidica 4-HNE no tecido renal dos animais expostos a cisplatina
(IKEDA et al., 2021). Em conjunto, esses estudos sugerem que a ferroptose € um dos
mecanismos envolvidos na toxicidade da cisplatina. Entretanto, em nosso modelo com
células HEK 293 nao foi possivel verificar o envolvimento desse tipo de morte celular
na toxicidade do farmaco.

A falta de protecdo da Fer-1 em nosso estudo pode estar relacionada ao proprio
modelo utilizado para avaliar a ferroptose. No estudo de Yu e colaboradores, no qual
também foi utilizado um modelo in vitro com cultivo celular, esses autores utilizaram
as células HK2, que sao células renais tubulares proximais humanas, um modelo mais
adequado para induzir LRA in vitro, uma vez que a cisplatina causa lesédo tubular
especificamente nessa regido do néfron (FUJISHIRO et al., 2021). Ja as células HEK
293, por sua vez, foram obtidas a partir de células embrionarias de rim humano
transfectadas com adenovirus. Existem estudos na literatura que contestam a
utilizacdo dessa linhagem celular como modelo de células renais, uma vez que a
analise do genoma dessas células mostrou que as mesmas possuem muito mais
caracteristicas de células adrenais do que de células epiteliais renais, indicando que
provavelmente um precursor adrenal embrionario possa ser, de fato, a origem dessas
células (SHAW et al., 2002; STEPANENKO e DMITRENKO, 2015). Apesar dessas
evidéncias, esta linhagem celular € ainda amplamente utilizada como modelo para
estudar nefrotoxicidade e atividade de compostos protetores em diferentes estudos.

Assim, a falta de protecdo dos compostos derivados do probucol e dos
quelantes de ferro, bem como a nao verificacdo do envolvimento da ferroptose na
toxicidade da cisplatina, pode ser devido a uma limitagdo do modelo de cultivo celular
utilizado em nosso estudo. Mais estudos, utilizando os derivados do probucol,
poderiam ser realizados em modelos de células tubulares proximais como as células
HK2.
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6. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o estresse oxidativo esta envolvido no
mecanismo de toxicidade da cisplatina em células HEK 293. Além disso, os
compostos derivados do probucol, os quelantes de ferro e a ferrostatina-1 ndo foram
efetivos em proteger as células da toxicidade induzida pela cisplatina. E, finalmente,
foi possivel concluir que a ferroptose parece ndo estar envolvida no mecanismo de

toxicidade da cisplatina em células HEK 293.
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PERSPECTIVAS

Como perspectivas para um possivel trabalho futuro no mesmo tema,

algumas analises poderao ser realizadas, como destacado abaixo:

(i) Avaliar, nas mesmas condi¢cbes experimentais utilizadas no presente
estudo, se a cisplatina é capaz de induzir outros tipos de morte celular (necrose,
apoptose, autofagia).

(ii) Avaliar a peroxidagao lipidica apds 12 horas de exposic¢ao a cisplatina.

(iii) Investigar se o co-tratamento com os compostos derivados do probucol é
capaz de proteger da toxicidade da cisplatina.

(iv) Avaliar se os compostos RSL-3 e BSO sao capazes de induzir ferroptose
nas células HEK 293 e investigar se os derivados do probucol possuem efeito protetor.

(v) Avaliar o efeito protetor (ou antiferroptético) dos compostos derivados do

probucol frente a toxicidade da cisplatina em células tubulares renais HK2.
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