ARTIGO DE REVISAO | REVIEW ARTICLE

Nefrotoxicidade aguda da cisplatina: Mecanismos moleculares

Acute nephrotoxicity of cisplatin: Molecular mechanisms

Resumo

As drogas nefrotoxicas sdo responsaveis por
aproximadamente 20% dos episddios de
IRA em pacientes internados e ambulatoriais.
A nefrotoxicidade pela cisplatina é um dos
principais fatores limitantes em até 20%
dos pacientes que recebem a droga, ocasio-
nando lesdes em células do epitélio tubular
renal. A toxicidade da cisplatina é determi-
nada pelo tecido-alvo e acimulo nas células,
além da intera¢io com diversas estruturas
subcelulares e com macromoléculas. A
cisplatina se acumula e interfere com o
funcionamento de diferentes organelas, tais
como: mitocondrias, lisossomas, reticulo en-
doplasmitico, nucleo e membrana celular,
gerando inflama¢io e morte celular. Esta
revisio tem como objetivo definir as bases
fisiopatoldgicas e bioquimicas da nefroto-
xicidade da cisplatina, revisando os princi-
pais mecanismos moleculares que levam a
toxicidade tubular da cisplatina.

Palavras-chave: lesdo renal aguda, qui-
mioterapia, toxicidade aguda.

ABSTRACT

The nephrotoxic drugs have been
responsible for about 20% of AKI epi-
sodes in inpatients and outpatients.
The cisplatin nephrotoxicity is a major
limiting factors in 20% of patients who
have received the drug, triggering in-
juries in renal tubular epithelialcells.
Cisplatin toxicity is determined by the
target tissue and cells accumulation
besides the interaction with various sub-
cellular structures and macromolecules.
Cisplatin accumulates and interferes
with the functioning of different organ-
elles such as mitochondria, lysosomes,
endoplasmic reticulum, nuclei and cell
membranes, causing inflammation and
cell death. This review aims to define the
pathophysiology and biochemistry of
the cisplatin nephrotoxicity, reviewing
the main molecular mechanisms that
lead to tubular cisplatin toxicity.

Keywords: acute kidney injury, acute
toxicity, cisplatin.

INTRODUCAO

Drogas nefrotoxicas causam aproxima-
damente 20% dos episddios de injiria
renal aguda (IRA) em pacientes interna-
dos e ambulatoriais. Entre adultos idosos,
a incidéncia da nefrotoxicidade por dro-
gas pode ser tio alta quanto 66%. A
cisplatina (cis-diamminedichloroplatinum
(I), CDDP) é uma droga antineopldsica,
que faz parte da maioria dos regimes de
quimioterapia para tumores solidos ou
hematologicos, cuja atividade antineopla-
sica foi acidentalmente descoberta pelo
biofisico Barnett Rosenberg, mas sua
nefrotoxicidade é um dos principais fato-
res limitantes em até 20% dos pacientes

que recebem a droga. Enquanto a maio-
ria dos agentes antineoplasicos que atuam
como alquilantes causam danos exclusi-
vamente ao DNA das células de rapido
crescimento, a cisplatina também pode
causar danos consideraveis para as célu-
las relativamente quiescentes do tubulo
proximal renal. O uso da cisplatina € limi-
tado por resisténcia das células tumorais
e por graves efeitos adversos, tais como
nefrotoxicidade, ototoxicidade, neuroto-
xicidade e alto poder emetogénico.'3

A nefrotoxicidade da cisplatina é atri-
buida a dois fatores principais, o primeiro
as altas concentracbes de cisplatina
nos rins e o segundo a interferéncia no
sistema de transporte renal. A cisplatina é



predominantemente excretada pelos rins; sua excre¢io
biliar e intestinal é minima e, durante o processo de
excrecdo renal, a droga é acumulada no 6rgiao e mes-
mo niveis ndo toxicos no sangue podem chegar a ni-
veis tOxicos nos rins. A concentragio de cisplatina nas
células tubulares epiteliais é cinco vezes mais alta que
no sangue, sendo que a toxicidade renal induzida pela
cisplatina é dose-dependente e, consequentemente,
limita 0 aumento das doses, que podem comprometer
a eficicia do tratamento. Os efeitos toxicos ocorrem
primariamente nos tibulos proximais, particular-
mente nas células do epitélio tubular do segmento
S-3, sendo os glomérulos e tibulos distais afetados
tardiamente. A piora da fun¢io renal é encontrada
em aproximadamente 25% a 35% dos pacientes
tratados com uma simples dose de cisplatina com
diminui¢do de 20% a 40% da filtracio glomerular,
clinicamente observada apds 10 dias da infusdo da
droga, associada a aumento dos niveis de creatinina,
diminui¢do da taxa de filtragio glomerular (TFG),
hipomagnesemia e hipopotassemia.’*

Por outro lado, os efeitos tardios da cisplatina
sobre a fun¢io renal ndo estdo totalmente compreen-
didos, mas acredita-se que o tratamento com a droga
pode conduzir a redug¢io subclinica ou permanente da
filtracao glomerular em alguns pacientes.’

As bases fisiopatoldgicas da nefrotoxicidade
da cisplatina tém sido estudadas nas ultimas trés
décadas. Entretanto, as pesquisas mais recentes
foram direcionadas ao entendimento dos mecanismos
celulares e moleculares desta toxicidade. Esta toxi-
cidade parece ser o resultado do actimulo local da
cisplatina dentro do tibulo proximal, conversio in-
tracelular da droga para metabdlitos toxicos e danos
resultantes através de vias multiplas. O mecanismo
fisiopatolégico do dano tubular induzido pela cispla-
tina é complexo e envolve vdrios cendrios que podem
interagir entre eles: acimulo da cisplatina mediada
pelo transporte na membrana, conversio para
nefrotoxina, dano ao DNA, disfun¢ao mitocondrial,
estresse oxidativo, resposta inflamatoria, ativagdo de
transdutores e mensageiros intracelulares e ativacdo
de vias apoptdticas.®?

FISIOPATOLOGIA EBIOQUIMICA DA NEFROTOXICIDADE
DA CISPLATINA

A fisiopatologia desta toxicidade pode ser agrupada
dentro de quatro tipos de lesdes. Entretanto, o
conhecimento da interconexdo entre o0s eventos
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fisiopatoldgicos é crucial para o entendimento das
sindromes renais causadas por esta droga. A cisplatina
pode causar toxicidade tubular, a qual é manifestada
frequentemente por alteragdes hidroeletroliticas e
insuficiéncia renal aguda por necrose tubular; dano
vascular de artérias de tamanhos pequeno a médio;
lesio glomerular, que sio menos comuns que outras
nefropatias e lesdo intersticial secundaria ao uso pro-
longado da cisplatina, podendo evoluir para a doencga
renal crénica.’

A seguir, nos deteremos nos principais mecanismos
bioquimicos de toxicidade as células tubulares pela
cisplatina, sendo este o principal mecanismo de lesdo
renal da droga.

LESAO TUBULAR PELA CISPLATINA

O tubulo proximal perde o epitélio que favorece o
fluxo de substancias dentro de suas células. Este pro-
cesso envolve a formacdo de urina concentrada, que
também conduz ao aumento de toxinas potenciais no
fluido tubular, assim ocorrendo difusio passiva de
toxicos dentro das células tubulares.’

No caso da cisplatina, em virtude do seu baixo peso
molecular e por ser uma molécula neutra, ela é livre-
mente filtrada no glomérulo e quase completamente
recuperada na urina. Este processo resulta em
entrada da droga nas células tubulares, chegando a
altas concentracoes nas células tubulares proximais
do cortex renal interno e camada medular externa
(segmento S3), sendo estes os locais mais atingidos
pela cisplatina, podendo também ocorrer injiria no
tibulo distal e coletor de maneira dose-dependente.®”

As vias de lesdao propostas incluem: 1) Actimulo
de cisplatina mediada pela via de transporte; 2)
Conversdo metabdlica da cisplatina em nefrotoxina
e acumulo em células renais; 3) Lesio do DNA; 4)
Alteracdes do sistema de transporte Celular; 3)
Disfun¢ao mitocondrial; 6) Estresse oxidativo e
nitrosativo; 7) Resposta inflamatdria; 8) Ativacdo da
familia de proteinas quinases ativadas por mitogenos
(MAPKs) e 9) Ativacdo de vias apoptoticas.

ACUMULO DE CISPLATINA MEDIADA PELA VIA DE TRANSPORTE

A cisplatina entra nas células tubulares renais por
difusdo passiva ou difusio facilitada mediada
por transportadores, que conduzem ao acumulo
desproporcional de cisplatina. Um transportador
cationico organico (OCT) na face basolateral foi
identificado como o principal responsavel pela
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entrada celular da cisplatina, podendo determinar a
farmacocinética e a gravidade dos efeitos adversos,
incluindo a nefrotoxicidade.® Foram identificadas
trés isoformas de OCT em humanos, a OCT2 é o
principal OCT nos rins, OCT1 € a principal isoforma
no figado, e o OCT3 € expresso especialmente na
placenta. Em ratos, o OCT1 foi o principal tipo
de transportador observado no tubulo contorcido
proximal (S1) e tibulo reto proximal (S2), com baixa
expressdo nos tubulos retos medulares (S3), onde
OCT2 foi principalmente expresso nos segmentos
S2 e S3. O OCT2 é um transportador critico e de-
terminante na entrada e citotoxicidade de cisplatina
nos tibulos proximais, aumentando o acimulo renal
da droga. Recentes estudos demonstraram que ratos
deficientes de OCT1/OCT2 sdo protegidos do dano
tubular induzido pela cisplatina. E digno de nota que
a cisplatina ndo interage com o OCT1, que ajudaria
a explicar sua toxicidade 6rgdo e célula-especifica.
Além disso, a alta afinidade do transportador de
cobre (CTR1) é também expresso na face basolateral
dos tibulos proximais. Downregulation da expressio
do CTR1 em células renais in vitro diminuiu tanto
a captagdo da cisplatina quanto a citotoxicidade,
sugerindo que o0 CTR1 é um mecanismo importante
de absor¢do da cisplatina nestas células. O papel do
CTR1 na nefrotoxicidade da cisplatina iz vivo ainda
ndo foi examinado.>*’

CONVERSAO METABOLICA DA CISPLATINA EM NEFROTOXINA
E ACUMULO EM CELULAS RENAIS

Uma vez que a cisplatina foi administrada intraveno-
samente ao paciente, ela rapidamente se difunde aos
tecidos e é fortemente ligada as proteinas do plasma,
que resulta da forte reatividade da platina com grupos
de tiol de aminodcidos, tais como cisteina. Assim,
proximo de 90% da platina no sangue esta ligada a
albumina e outras proteinas do plasma, conduzindo a
inativacao de uma grande quantidade de moléculas de
cisplatina. A perda dos grupos de cloreto da molécula
de cisplatina é necessaria antes da ligagio ao DNA.
Fora da célula, a concentracio de cloreto é de cerca
de 100 mM e no interior da célula a concentracdo de
cloreto estd entre 20 a 30 mM, ocorrendo a hidrata¢io
da cisplatina; consequentemente, as moléculas de
agua substituem um ou dois grupos de cloreto, resul-
tando na formacgio do [Pt (H,0) CI (NH,) 2] + e [Pt
(H,0) 2 (NH,) 2] 2 + cations. Estas espécies originam
moléculas carregadas positivamente, que facilmente
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reagem com o DNA nuclear com formagio de liga-
¢bes covalentes com bases de purinas, principalmente
na posicdo N7, resultando em ligacdes cruzadas
1,2-intracadeias, que sdo os principais responsaveis
pelos efeitos genotdxicos da cisplatina.>'”

Os ions de platina carregados positivamente
sdo mais toxicos em células renais que o composto
parenteral, ligando-se aos componentes do DNA,
RNA e proteinas. Estas ligagdes cruzadas entre o
DNA e a cisplatina conduzem ao comprometimento
da replicagio e transcri¢do, resultando em parada do
ciclo celular e apoptose.>°

Wainford et al."' sugerem que a enzima intracelular
gama-glutamiltranspeptidase (GGT) tenha um papel
no metabolismo da cisplatina como nefrotoxina
devido a enzima clivar o conjugado de cisplatina com
a glutationa reduzida em metabdlico téxico.

LesAo po DNA

A cisplatina exerce sua atividade citotoxica pela
formacdo de ligagdes cruzadas entre e dentro das
cadeias no DNA genomico renal. O grau de “plati-
nacao” é mais comumente associado a entrada da
cisplatina no nucleo celular seguido pelo acimulo
da droga. A ligacdo platina-DNA gera “adutos”,
ou Nnovos compostos que ativam varias respostas
celulares, incluindo a sinalizacdo do dano ao DNA,
pontos de checagem do ciclo celular, reparo do DNA
e morte celular.?

As formas hidratadas da cisplatina facilmente
reagem com o DNA nuclear, formando ligagdes
covalentes com bases purinicas, primariamente
na posicio N7, resultando em ligagdes cruzadas
1,2-intracadeias, que sdo as principais responsaveis
pelos efeitos genotoxicos da cisplatina. Estas ligagdes
cruzadas entre DNA e cisplatina conduzem a um
prejuizo da replicagdo e transcri¢do, resultando na
parada do ciclo celular e, eventualmente, apoptose.'3
O alvo da apoptose causando dano ao DNA é me-
diado pelo gene supressor de tumor, chamado p33,
que ativa genes pro-apoptoticos e reprimem genes
antiapoptodticos. As células em divisdo celular sdo par-
ticularmente sensiveis a lesio do DNA, e a atividade
antineopldsica da cisplatina tem sido principalmente
atribuida a formac¢ao de adutos de DNA. Entretanto,
alguns estudos sugerem que a formacdo de adutos
de DNA nuclear pode nio ser o tnico determinante
do efeito farmacolégico da cisplatina e que o DNA
mitocondrial pode ser o mais comum alvo de ligag¢do



da cisplatina, consequente a sua pobreza de reparacio.
Em homens adultos, as células do tubulo proximal
nio se dividem; consequentemente, a formacdo de
adutos de DNA pode nio ter um papel principal na
nefrotoxicidade da cisplatina. Além do DNA nuclear
e mitocondrial, a cisplatina atinge outros componen-
tes celulares, tais como RNA, proteinas e fosfolipi-
dios; além destes, outros mecanismos tém sido asso-
ciados com os efeitos nefrotoxicos da cisplatina em
células renais sauddveis. O dano oxidativo e a infla-
magio poderiam explicar seus efeitos em outros cons-
tituintes celulares que estdo associados a toxicidade
renal da cisplatina. Vdrias evidéncias indicam que
a nefrotoxicidade da cisplatina estd principalmente
associada as espécies reativas de oxigénio (ROS)
geradas na mitocdndria. 1214

Foi sugerido que a cisplatina conjuga-se com a
glutationa reduzida (GSH) no figado e chega ao rim
como conjugado de cisplatina-GSH, o qual é cliva-
do a um metabélito téxico principalmente pela agdo
da gama-glutamiltranspeptidase (GGT), uma enzima
localizada na borda em escova do tabulo proximal
do rim. O metabdtito formado é altamente reativo
com os compostos thiol/platina que interagem com
macromoléculas conduzindo eventualmente a morte
das células renais.™ A interferéncia desta biotransfor-
macio foi proposta como uma agdo para prevenir a
formacdo de metabolitos nefrotoxicos e, consequen-
temente, minimizar a nefrotoxicidade da cisplatina.
Foi demonstrado que ratos deficientes em GGT
foram resistentes aos efeitos nefrotoxicos da cispla-
tina. Estudos adicionais em ratos demonstraram que
inibicio da GGT com uma substincia chamada acivi-
cin protege-os contra a nefrotoxicidade da cisplatina.
Foi constatada a participagdo de outras enzimas, tais
como aminopeptidases N (AP-N), dispeptidade renal
(RDP), e beta-liasecisteina-Sconjugase (C-S liase)
nesta via toxica.

A seguinte sequéncia foi proposta: apds os
conjugados de cisplatina-GSH serem secretados
dentro do lumen do tibulo proximal, estes sido
clivados pela GGT, formando um conjugado de
cisteina-glicina e, entdo, sdo clivados pelas amino-
peptidases de superficie celular, AP-N, RDP, para um
conjugado de cisteina, o qual é entdo reabsorvido pelo
tabulo proximal e finalmente metabolizado pela C-S
liase a compostos toxicos reativos de thiois resultan-
do em nefrotoxicidade. A inibicdo da C-S liase com
dcido amino-oxiacético protegeu ratos tratados com
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15 mg/kg de cisplatina. De acordo com outro estudo,
a inibi¢do das enzimas AP-N, RDP e CS-liase nio
protegeram contra a nefrotoxicidade em ratos trata-
dos com 10 mg/kg de cisplatina e/ou ratos tratados
com 6 mg/kg cisplatina.'’!s

ALTERACOES DO SISTEMA DE TRANSPORTE CELULAR

A nefrotoxicidade induzida pela cisplatina é caracte-
rizada pela disfun¢do das células tubulares proximais
renais. A cisplatina interfere com o transporte de
dgua, nutrientes nas células tubulares renais, o
qual é mediado por sistema de transportes de sodio
na face apical e basolateral das células, tais como
Na/K/ATPase, co-transportadores de Na/K/2Cl e do
permutador tipo III do Na/H, e canais permedaveis a
dgua incluindo aquaporinas 1, 2, e 3. A cisplatina ini-
biu a atividade dos transportadores na borda em esco-
va tanto in vivo quanto in vitro. A lesdo induzida pela
cisplatina pode interferir na integridade do citoesque-
leto e da polaridade celular, conduzindo a mudancas
nos fons hidrogénio, magnésio, potdssio e calcio, con-
tribuindo para menor reabsorc¢io no tibulo proximal
e distal, e aumento da excre¢do urindria destes fons.
Além disso, a perda da barreira epitelial tubular e/ou
jungoes entre as células vidveis durante a lesao tubular
induzida pela cisplatina, poderia também conduzir ao
retorno do filtrado glomerular a circulacdo, contri-
buindo para uma aparente diminui¢ao na TFG.'

DISFUNCAO MITOCONDRIAL

Virias linhas de evidéncia sugerem que a cisplatina
acumula-se na mitocondria das células renais, preju-
dicando a bioenergética mitocondrial, aumentando
a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
diminuindo a absor¢do de calcio na mitocondria e
provocando a liberagdo de fatores pré-apoptoticos,
que, em ultima instancia, levam a morte das células
tubulares renais.!”

H4 evidéncias de que o DNA mitocondrial, ou
outros alvos mitocondriais, sdo talvez mais impor-
tantes do que o dano ao DNA nuclear na mediagio
da morte celular induzida por cisplatina. A cisplatina
¢ hidrolisada para gerar um metabdlito carregado
positivamente que preferencialmente se acumula den-
tro da mitocondria carregada negativamente. Assim,
a sensibilidade das células a cisplatina parece correla-
cionar-se tanto com a densidade da mitocdndria como
com o potencial de membrana mitocondrial. Esta
observacao pode explicar a sensibilidade particular
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do tabulo renal proximal a toxicidade, dado que este
segmento apresenta uma das maiores densidades de
mitocdndrias no rim. A comparagio das células can-
cerosas ovarianas sensiveis a cisplatina com células re-
sistentes 4 mesma droga revelou um menor potencial
de membrana mitocondrial, bem como menos danos
ao DNA mitocondrial nas células resistentes, poden-
do o DNA mitocondrial ser mais suscetivel do que
o DNA nuclear a danos induzidos pela cisplatina,
devido aos mecanismos de reparos do DNA menos
eficientes. Tomados em conjunto, estas observacdes
apontam para o DNA mitocondrial como um impor-
tante alvo de toxicidade da cisplatina.'*!®

A producdo de energia pela mitocondria também
é rompida pela cisplatina e pode contribuir para a
nefrotoxicidade. Os acidos graxos sdo a principal
fonte de energia para o tubulo proximal, o principal
local de lesdo renal da cisplatina. A cisplatina inibe
a oxidacdo de 4cidos graxos no rim de ratos e em
células do tubulo proximal em cultura, por meio
de uma redu¢io da expressio do Peroxisome
proliferator-activated receptor alpha (PPAR-alpha)
mediada por genes envolvidos na utiliza¢io de dcidos
graxos celulares.”

A cisplatina também afeta os complexos mitocon-
driais respiratérios e sua func¢do. A exposi¢do de cultu-
ras de células do tubulo proximal a cisplatina i vitro
inibe complexos mitocondriais I a IV da cadeia respi-
ratdria e, como resultado, acarreta diminui¢io dos ni-
veis intracelulares de ATP. O tratamento com cisplati-
na in vivo também resultou em disfuncdo mitocondrial
como evidenciado por uma diminui¢do no potencial ele-
troquimico da membrana, uma diminui¢do substancial
na absorc¢do de calcio mitocondrial e um esgotamento
dos sistemas de defesa antioxidantes mitocondriais.'®!

ESTRESSE OXIDATIVO E NITROSATIVO

H4 muitas evidéncias de que o estresse oxidativo esteja
envolvido na lesdo renal apds a administracdo da
cisplatina. Foram sugeridos que a producio de ROS, a
deplecdo dos sistemas antioxidantes e estimula¢do do
acimulo renal de produtos da peroxidacdo lipidica
sdo os principais mecanismos relacionados com a
nefrotoxicidade induzida pela cisplatina, que causam
ativacdo do metabolismo oxidativo, por estimular a
producdo de ROS pelas mitocondrias danificadas,
incluindo anion superoxido (O,), peroxido de
hidrogénio (H,0,), e radical hidroxila (OH) e/ou
pode também diminuir os sistemas antioxidantes
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de defesas, tais como GSH, superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationaperoxidase (GPx).
A participagdo do estresse nitrosativo estd envolvida
no dano renal induzido pela cisplatina, havendo
evidéncias de que os efeitos celulares de ROS sio
amplificados pela maci¢a producdo de 6xido nitrico
(NO), possivelmente por induzir a sintese do 6xido
nitrico sintetase (iNOS), resultando em continua for-
magio de peroxidonitritos (ONOO-), que ao reagir
com anions superdxido, contribui para o dano renal
induzido pela cisplatina. O aumento da produgio de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio ap0s trata-
mento com cisplatina resulta em danos significativos
a estrutura e funcdes celulares, incluindo a peroxida-
¢do lipidica, nitragdo de proteinas, inativacdo enzi-
madtica e quebra do DNA. Como consequéncia, deste
fendmeno ocorre uma disfungdo celular e a geragio
dos sinais intracelulares para a ativagio tanto de vias
apoptoticas quanto de vias de sobrevivéncia celular,
causando lesdo renal e morte celular.?0%3

A cisplatina pode induzir a forma¢io de ROS
nos microssomas através do sistema citocromo P450
(CYP). Testando modelos in vitro e in vivo, mostrou-se
que o CYP foi uma importante fonte de ferro cataliti-
co para a geragdo de ROS durante o tratamento com
cisplatina. Em ratos CYP2E1-nulos, o acimulo de
ROS induzido pela cisplatina foi atenuado, assim co-
mo a lesdo renal. Apesar do reconhecimento da fun¢do
do estresse oxidativo na nefrotoxicidade da cisplatina,
os alvos moleculares criticos das ROS em células tubu-
lares renais sdo ainda desconhecidos. Pela sua ampla
natureza reativa, as ROS podem atacar e modificar
multiplas moléculas nas células, tais como lipideos,
proteinas e DNA, resultando em estresse celular.
Também as ROS parecem estar envolvidas na ativa-
¢do de vérias vias de sinalizacdo importantes durante
a nefrotoxicidade da cisplatina, incluindo vias apopté-
ticas. Estas observacoes sugerem que as ROS podem
ser sinais precoces e que sdo pelo menos parcialmente
responsaveis pela ativacdo de varias vias de sinalizagdo
culminando em insuficiéncia renal, lesio e morte celu-
lar durante a nefrotoxicidade da cisplatina.?**

Além da lesdo, as células renais podem também
montar uma resposta citoprotetora sob estresse
oxidativo. Este é mais bem ilustrado pela agio
da heme-oxigenase-1 (HO-1). A HO-1 é uma
enzima microssomal redox-sensivel que catalisa a
degrada¢ido da heme em biliverdina, ferro, e moné-
xido de carbono. Os ratos HO-1-deficientes foram



significativamente mais sensiveis a lesio renal in-
duzida por cisplatina, em comparagio com seus
controles selvagens. Em modelos in vitro, a supe-
rexpressdo da HO-1 significativamente minimiza a
apoptose induzida pela cisplatina. A base molecular
dos efeitos crioprotetores da HO-1 ndo é totalmente
clara, mas os mecanismos que tém sido postulados
sdo a degradagdo da por¢do do heme pro-oxidante,
a geracao de bilirrubina antioxidante, e a geragio
de monédxido de carbono crioprotetor. De fato, um
estudo mostrou que o mondxido de carbono pode
melhorar significativamente a lesio renal induzida
pela cisplatina in vitro e in vivo. Perspectivas de pes-
quisas envolvendo o papel da HO-1 e os seus produ-
tos podem ndo apenas fornecer o entendimento me-
canicista da lesdo renal induzida pela cisplatina, mas
também pode conduzir a identificacio de melhores
agentes renoprotetores.>®*’

Em véirios modelos experimentais, os efeitos
renoprotetores foram demonstrados para os
antioxidantes, tais como dimetiltioureia (DMTU),
melatonina, selénio, vitamina E, a N-acetilcisteina,
e muitos outros. No entanto, se estes antioxidan-
tes sdo renoprotetores em pacientes humanos, no
contexto durante a quimioterapia utilizando a
cisplatina estes efeitos sdo incertos até o momen-
to. E importante ressaltar que os produtos an-
tioxidantes naturais podem diminuir as ROS nos
rins, sem afetar a eficicia anticancerigena da cis-
platina. Embora os ingredientes ativos ndo sejam
conhecidos em todos estes produtos naturais, mas
se os efeitos renoprotetores sdo comprovadamente
verdadeiros em seres humanos, poderiam ter aplica-
¢do terapéutica em potencial.>*18

REsSPOSTA INFLAMATORIA

Existem varias evidéncias que sugerem fortemente o en-
volvimento de mecanismos inflamatérios como um dos
papéis importantes na patogénese da nefrotoxicidade
da cisplatina. A cisplatina ativa a fosforila¢do e a con-
sequente translocag¢do do fator de transcri¢io nuclear
kappa B (NF-kB) para o ntcleo, por meio da degrada-
¢do da proteina inibidora IxBa. A ativagdo do NF-xB
promove a transcricdo de genes especificos que codifi-
cam mediadores inflamatdrios, promovendo respostas
imunes, proliferativas, antiapoptoticas e inflamatérias.'®
Este evento leva ao aumento da expressdo do fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) em células tubulares re-
nais, uma citocina importante envolvida na inflamagao
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sistémica e na resposta de fase aguda induzida por ad-
ministragdo da cisplatina. O TNF-o pode desencadear
a morte celular tubular e danos aos tecidos diretamente
através do receptor de TNF tipo 1 (TNFR1), bem como
indiretamente por meio da montagem de uma resposta
inflamatdria intensa através do receptor do TNF tipo 2
(TNFR2). Além disso, a sinalizacio do TNF-a/TNFR2
contribui para a nefrotoxicidade da cisplatina e pode
potencializar os efeitos pré-apoptoticos da ativagio do
TNFR1. Sabe-se que 0 TNF-a também coordena a ativa-
¢do de uma grande rede de citocinas pro-inflamatorias,
tais como a interleucina-1, 4, 6 (IL-1B, IL-4, IL-6), fa-
tor de crescimento de transformagdo B-1 (TGF-B 1) e
a quimiocina proteina-1 quimiotaxica para monocitos
(MCP-1) estimulada ap6s ativagio da citocina RANTES
(Regulated on activation, Normal T cell expressed and
secreted). Além disso, o0 TNF-a induz a expressio de
moléculas de adesio que incluem molécula de adesdo
intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adesio da célula
vascular-1 (VCAM-1) e selectina-E, promovendo um in-
fluxo de células inflamatorias em tecidos. Ja foi demons-
trado que o TNF-a é produzido localmente por células
proéprias do rim e ndo por células derivadas da medula
Ossea, do sistema imunoldgico que infiltram o 6rgdo
durante a nefrotoxicidade pela cisplatina.?® Assim, a
infiltracao de células inflamatdrias pode servir de reser-
vatorios de citocinas e quimiocinas inflamatdrias e isso
pode intensificar os efeitos citotoxicos da cisplatina,
contribuindo para a perda da funcdo renal e para o
desenvolvimento de fibrose, através da geragido de ROS,
NO e citocinas pré-inflamatdrias.?”

Em resumo, o TNF-a parece ser uma chave
regulatéria a jusante na resposta inflamatéria
desencadeada por cisplatina. No entanto, os sinais
a montante responsaveis pela producio de TNF-a
permanecem incertos. Zhang et al.’** propuseram o
papel dos receptores Toll-like (TLRs), uma familia
de receptores considerados como uma primeira linha
de defesa inata, podendo ser responsaveis por iniciar
a produgio de citocinas e pela disfung¢do renal du-
rante a nefrotoxicidade pela cisplatina. Seus estudos
demonstraram que o TLR4 ¢é essencial em iniciar a
resposta inflamatéria intrarrenal que ocorre na nefro-
toxicidade pela cisplatina.

ATIVACAO DA FAMILIA DE PROTEINAS QUINASES ATIVADAS
POR MITOGENOS (MAPKS)

O sistema sinalizador de proteinas quinases ativadas
por mitégenos (MAPKSs) consiste em vdrias vias de
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proteinas com atividade serina/treonina quinases
altamente conservativas, que sio ativadas por
diversos sinais extracelulares, e muitos proces-
sos regulatorios celulares incluindo proliferagio,
diferenciacdo, migracdo, apoptose e sobrevida. As
Quinase c-JunN-terminal (JNK) e p38 MAPK sio
induzidas pelo estresse celular, por respostas infla-
matoérias e por vias apoptdticas que sdo iniciadas por
uma variedade de estimulos estressantes bioldgicos,
fisicos e quimicos, enquanto a cascata de sinais ex-
tracelulares regulados por quinases (ERK) é induzida,
em sua maioria, por fatores de crescimento de sobre-
vida e morte celular. Dados sugerem ativacdo dife-
rencial de trés maiores vias de MAPKs (ERK, JNK
e p38) em modelos experimentais de nefrotoxicidade
pela cisplatina in vitro e in vivo.>*

Os eventos a jusante da ativagio do MAPK
p38 que conduzem a sintese de TNF-alfa durante
a inflamagdo renal induzida por cisplatina foram
delineados, mas ja foi demonstrado que em neutré-
filos estimulados por lipopolissacarideos e em células
musculares lisas de vasos sanguineos, a ativacdo de
MAPk p38 conduz a degradagio do Ik (inibidor do
NF-kB), consequentemente promovendo a ativacdo
e migracdo do NF-«xB para o nucleo, produzindo as
citocinas pro-inflamatérias incluindo o TNF-a. Por
outro lado, alguns destes mediadores inflamatorios,
incluindo o TNF-0, que promove uma al¢a ampli-
ficadora, induzindo ele proprio a fosforilagio e a
degradacdo da proteina inibit6ria Ikpo e a transcrigao
de genes para mediadores inflamat6rios.?

Fatores de crescimento de transcrigio-p (TGF-B),
proteina quimiotdxica dos mondcitos-1 (MCP-1),
moléculas de adesao intercelular (ICAM) e HO-1
tém sido implicados na nefrotoxicidade a cisplati-
na. Significante up-regulation do TNF-a, TGF-f,
RANTES, proteina inflamatéria dos macréfagos 2
(MIP-2), MCP-1, TCA3 (T-cell activation-3), IL-1b e
ICAM-1 foi encontrada em rins de animais tratados
com cisplatina. O aumento da interleucina 1b (IL-1b)
estd associado as caspases pro-inflamatorias (enzima
conversora de IL-1b ou ICE), das quais a caspase-1
que também ativa outras citocinas, tais como a IL-18
e a IL-6, promovendo infiltracio de neutrofilos. A
Inibi¢io da IL-1b, da IL-18, da IL-6 ou da infiltracio
neutrofilica nos rins ndo é suficiente para prevenir a
injuria renal induzida pela cisplatina; entretanto, ratos
deficientes em caspase-1 sdo protegidos da apoptose e
da necrose tubular aguda. Isto poderia ser decorrente

] Bras Nefrol 2013;35(4):332-340

da participa¢do da caspase-1 na via apoptdtica, que
além de participar no processo inflamatério, também
poderia ativar a caspase-3, induzindo apoptose no

tecido renal >*!8

ATIVACAO DE VIAS APOPTOTICAS

Duas vias principais de apoptose tém sido implicadas
na nefrotoxicidade da cisplatina, incluindo (i) a via
intrinseca que envolve organelas celulares, tais como
reticulo endoplasmadtico e mitocondrias; e (ii) a via
extrinseca, também chamada de via do receptor de
morte celular, que envolve a ativacdo de receptores
de morte em resposta a ligagio de receptores de
membrana. Ambas as vias conduzem a ativagao de
proteases especificas chamadas de caspases executo-
ras (caspases 3 e 7), resultando em sinais morfoldgi-
cos caracteristicos de apoptose que incluem formacao
de bolhas de membrana, retracio das células e
fragmentagido do DNA.*3!

A via intrinseca ou mitocondrial emergiu como
um fator chave para a morte da célula tubular renal
em modelos experimentais induzida por nefrotoxi-
cidade a cisplatina. As proteinas pré-apoptéticas da
familia Bcl-2 (Bax e Bak) funcionam como “integra-
dores moleculares” para a via mitocondrial, e seu
papel na apoptose induzida pela cisplatina tem sido
documentada em modelos in vivo. Apds a exposi¢ao
aos sinais de morte celular, as proteinas pré-apoptd-
ticas Bax e Bak sofrem modificacoes estruturais e al-
teram a integridade da membrana mitocondrial para
provocar a liberagdo de fatores apoptogénicos, tais
como citocromo C (ativador de caspases) e do fator
de inducdo da apoptose (AIF), promotor da morte
celular independente de caspase. Apesar do citocromo
C ser liberado em resposta a cisplatina, a inibi¢ao da
citocromo C mediada por ativagdo de caspases for-
neceu apenas prote¢do parcial da apoptose induzida
pela cisplatina, sugerindo um papel do AIF na morte
celular. Na nefrotoxicidade pela cisplatina, em adi¢dao
aos reguladores a jusante das vias apoptdticas como
as proteinas da familia Bcl-2, dois outros mecanis-
mos importantes tém sido relatados: transdutores de
sinais, tais como proteinas quinases (MAPKs, PI3K
e Akt/PKB) e fatores de transcricio (NF-kB e p53).
O papel da proteina p53 tem sido reconhecido como
critico para inducdo de apoptose na nefrotoxicidade
da cisplatina. Os estudos sugerem que a ativagao
da p353 pode ser um sinal de inicio da apoptose
induzida pela cisplatina nas células tubulares renais,



promovendo a ativacdo da caspase-2 e a liberacdo
mitocondrial de AIF, duas vias principais de morte
celular, demonstrando também que o dano ao DNA
¢ induzido pela translocacio do AIF e depende da
presenca de p53.331:32

O reticulo endoplasmatico (RE) também pode iniciar
a apoptose diretamente ou através da interferéncia com
a via mitocondrial. A caspase iniciadora na via do RE ¢é
a caspase 12, que estd localizada na face citosélica do
RE a qual ¢é ativada por estresse. Outra proteina asso-
ciada ao RE que tem sido implicada na morte da célula
¢ uma fosfolipase A2 independente de Ca?*. Em células
tubulares renais tratadas com cisplatina, esta proteina
pode agir a jusante da p53 e a montante da caspase 3.
A via extrinseca, iniciada pela ligacio dos receptores
de morte celular através de ligantes na membrana plas-
matica leva ao recrutamento e a ativagdo de caspases
8 e 10, os quais ativam a caspase 3 e podem recrutar
a via mitocondrial. Os principais ligantes da morte
celular incluem Fas e TNF-a com os seus receptores
correspondentes (TNFR 1 e 2).43!

A apoptose mediada pelo receptor de morte
celular induzida pela cisplatina foi detectada em
células epiteliais tubulares proximais humanas, e foi
associada com um aumento da expressio de Fas e Fas
ligante em tecidos renais. Por outro lado, o TNFR1
contém um “dominio de morte” conservador que,
apds a ligagio com o TNF-a, pode desencadear a
formacdo de uma complexa ativacio de caspases,
levando a apoptose. Em contraste, o TNFR2 ndo tem
o “dominio de morte” e, portanto, pode ndo estar
diretamente envolvido no inicio de apoptose.?®3?

ConcLusAo

A nefrotoxicidade é um efeito adverso grave e limitante
em pacientes com cancer que utilizam a cisplatina,
sendo o resultado do transporte da cisplatina em
células do epitélio renal, lesio nuclear e do DNA mi-
tocondrial, ativagdo da morte celular por vias mul-
tiplas e inicio de uma resposta inflamatoria intensa.
Embora esta toxicidade apresente potenciais alvos
terapéuticos, intervencoes em modelos animais tém
fornecido apenas uma protegao parcial. Além disso, o
impacto de intervengdes sobre a eficicia quimiotera-
pica da cisplatina nio tem sido adequadamente exa-
minado. Novas perspectivas surgem sobre estratégias
combinadas que tém como alvo varios mecanismos
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moleculares da nefrotoxicidade a cisplatina que
poderdo ser utilizadas como medidas preventivas em
estudos clinicos.
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