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RESUMO

EFEITOS RENAIS E ALTERACOES MORFOLOGICAS CAUSADOS PELO PEPTIDEO
NATRIURETICO SINTETICO DO VENENO DE Crotalus durissus cascavella

Os Peptideos Natriuréticos (NPs) tém significativa participacdo na regulacdo na homeostasia
cardiovascular, renal e enddcrina, e tém sido descritos nos venenos de serpentes peconhentas.
A Crotalus durissus cascavella, uma serpente terricola caracteristica da caatinga do Nordeste
do Brasil, possui em seu veneno total um NP (NPCdc), ao qual sédo relatados efeitos vasculares
e renais. O objetivo desse trabalho foi sintetizar em fase s6lida 0 NPCdc e avaliar suas acoes
renais através da perfusdo de rim isolado e em cultura de células tubulares renais da linhagem
MDCK e LLC-MK:. Rins de ratos Wistar machos, pesando entre 250-300 g, foram excisados
cirurgicamente e perfundidos com solugdo de Krebs-Henseleit modificada com 6% p/v de
albumina bovina previamente dialisada. Foram investigados os efeitos do NPCdc em quatro
concentragdes (0,03 pg/mL; 0,1 pg/mL; 0,3 pg/mL e 1 pg/mL; n=6). As células MDCK e LLC-
MK foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% v/v de Soro
Bovino Fetal e entdo avaliadas na presenca do NPCdc em diversas concentracdes em um
periodo de incubacdo de 24 horas. Apos esse periodo, foram realizados ensaios de viabilidade
celular. Os dados foram comparados estatisticamente considerando P<0,05. Houve aumento na
pressdo de perfuséo (PP) em 0,03 pg/mL e reducdo em 1 pg/mL. A resisténcia vascular renal
(RVR) apresentou aumento em 0,03 pg/mL. O fluxo urinario (FU) aumentou em 0,03 pg/mL e
diminuiu em 0,1 pg/mL e 1 pg/mL. O ritmo de filtracdo glomerular (RFG) encontrou-se
diminuido nas quatro concentracdes testadas. O clearance osmolar (COsm) apresentou-se
aumentado em 0,03 pg/mL ¢ reduzido em 0,1 pg/mL e 1 ug/mL. O percentual de transporte
tubular total e proximal de sédio (%TNa* e %TpNa®, respectivamente) e cloreto (%TCI e
%TpClI, respectivamente) apresentaram reducfes nas quatro concentracdes testadas. Ja o
percentual de transporte tubular total e proximal de potassio (% TK™ e %TpK*, respectivamente)
apresentaram-se reduzidos em 0,03 pg/mL e 0,3 pg/mL. A analise histopatoldégica mostrou a
presenca de alteracdes morfoldgicas significativas, como degeneracdo hidropica concentragdo-
dependente em todas as concentragdes, juntamente com discreta a moderada deposi¢do de
material proteaceo nos tubulos na concentragdo de 0,03 ug/mL. Na cultura de células MDCK e
LLC-MK3, porém, o NPCdc ndo foi capaz de diminuir a viabilidade celular. Esses resultados
demonstram que o NPCdc modificou todos os parametros avaliados na perfusdo de rim isolado,
além de revelar alterac6es de caréater citotoxico na analise histopatoldgica dos mesmos, todavia,
ndo as apresentando em culturas de células tubulares renais.

Palavras-chave: Cascavel. Natriurese. Perfusdo Renal. Viabilidade Celular.



ABSTRACT

RENAL EFFECTS AND MORPHOLOGICAL ALTERATIONS CAUSED BY
SYNTHETIC NATRIURETIC PEPTIDE OF Crotalus durissus cascavella VENOM

Natriuretic Peptides (NPs) have significant interest in regulating the cardiovascular, renal and
endocrine homeostasis, and have been described in the venom of venomous snakes. Crotalus
durissus cascavella, a characteristic terrestrial snake of caatinga biome of northeastern Brazil,
has in his whole venom an NP (NPCdc), of which are reported vascular and renal effects. The
aim of this study was to synthesize NPCdc in solid phase and evaluate its renal actions through
isolated kidney perfusion and culture of renal tubular cells of MDCK and LLC-MK: line.
Kidneys from male Wistar rats weighing 250-300 g were surgically excised and perfused with
modified Krebs-Henseleit solution with 6 g% of previously dialyzed bovine serum albumin.
The effects of NPCdc were investigated in four concentrations (0.03 ug/mL, 0.1 pg/mL, 0.3
ug/mL and 1 pg/mL, n=6). MDCK and LLC-MK: cells were cultured in RPMI 1640 culture
medium supplemented with 10% v/v Fetal Bovine Serum and then evaluated in presence of
several concentrations of NPCdc at an incubation period of 24 hours. After this period, cell
viability assays were performed. Data were statistically compared considering P<0.05. There
was increase in perfusion pressure (PP) in 0.03 pg/mL and reduction in 1 pg/mL. Renal vascular
resistance (RVR) was increased at 0.03 ug/mL. Urinary flow (UF) increased in 0.03 pg/mL and
decreased in 0.1 pg/mL and 1 pg/mL. The glomerular filtration rate (GFR) was reduced at all
the concentrations tested. Osmolar clearance (OsmC) was increased in 0.03 pg/mL and reduced
in 0.1 pg/mL and 1 pg/mL. Percentage of the total and proximal tubular transport of sodium
(%TNa* and %pTNa", respectively) and chloride (TCI% and pTCl%, respectively) showed
reductions at all concentrations tested. Percentage of the total proximal tubular transport and
potassium (% TK" and pTK*%, respectively) were reduced in 0.03 pg/mL and 0.3 pg/mL. The
histopathological analysis revealed the presence of significant morphological changes, such as
concentration-dependent hydropic degeneration at all concentrations, along with mild to
moderate deposition of proteinaceous material in the tubules in concentration 0.03 pg/mL. In
the culture of MDCK and LLC-MK: cells, however, NPCdc was not able to lower cell viability.
These results demonstrate that NPCdc modified all parameters assessed in renal perfusion of
isolated kidney, and showed cytotoxic alterations in histopathological analysis, however, not
presenting it in cultures of renal tubular cells.

Keywords: Rattlesnake. Natriuresis. Kidney Perfusion. Cell Viability.
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1 INTRODUCAO

1.1 Crotalus durissus cascavella

As serpentes do género Crotalus vem ganhando relevante espaco no campo médico-
cientifico. Os acidentes ofidicos por serpentes deste género representam 13,14% (9.897) dos
casos notificados no Brasil entre os anos de 2010 e 2014, dentre os quais estdo inclusos 89
Obitos. No Ceard, considerando os 2.733 acidentes ocorridos entre 0s anos de 2010 e 2014, nos
quais as serpentes envolvidas foram identificadas, 226 (8,26%) envolveram este género
(BRASIL, 2014).

O veneno da Crotalus sp. tem sido alvo de diversas pesquisas devido a sua
constituicdo e efeitos causados. O envenenamento crotalico caracteriza-se por manifestacoes
clinicas locais: parestesias local ou regional, que persistem por tempo variavel podendo ser
acompanhada de edema discreto ou eritema no ponto da picada; e sistémicas: prostracao,
Xerostomia, nauseas, vomitos, sudorese, sonoléncia ou inquietacdo, faces miasténica, mialgias
acompanhadas de discreto edema muscular e incoagulabilidade sanguinea ou aumento do
tempo de coagulacdo (AMARAL et al., 1988; AZEVEDO-MARQUES, 1985; BRASIL, 2001).

No Brasil, esse género € representado por uma Unica espécie, Crotalus durissus,
classificada em diferentes subespécies com diferentes caracteristicas morfoldgicas e
comportamentais. As subespécies crotalicas sdo encontradas principalmente em regides secas,
pedregosas, arenosas, em encostas de morros, cerrados e raramente na faixa litoranea ou
florestas tmidas (NOGUEIRA; SAKATE, 2004).

Ha uma distribuicdo geogréafica particular para cada uma delas: Crotalus durissus
ruruima e Crotalus durissus cumanensis, observadas na regido Norte; Crotalus durissus
marajoensis, observada na Ilha de Marajo; Crotalus durissus collilineatus, distribuida nas
regies secas do Centro-Oeste, em Minas Gerais e no norte de So Paulo; Crotalus durissus
terrificus, encontrada nas regides Sul Oriental e Meridional; e Crotalus durissus cascavella,
encontrada nas areas de caatinga da regido Nordeste (PINHO; PEREIRA, 2001; PONCE-SOTO
et al., 2007).

A Crotalus durissus cascavella (Figura 1) € uma serpente terricola, caracteristica
de clima quente e seco. Tem seu habitat em areas secas e pedregosas, de baixa vegetacao, sendo
facilmente encontradas em campos abertos (CAMPBELL; LAMAR, 1989; SOERENSEN,

1996). Podem atingir um comprimento maximo de 1,50 m e possuem denti¢cdo solendglifa
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(movel), ou seja, suas presas sdo moveis e semelhantes a uma agulha de injecdo que no

momento do bote sdo projetadas para frente injetando veneno (GRANTSAU, 1991).

Figura 1 — Imagem ilustrativa da serpente Crotalus durissus cascavella.

Fonte: goo.gl/mmQQO69

Tem sua atividade de caca caracteristicamente crepuscular e noturna, periodo que
coincide com o pico da atividade de suas presas. Sua estratégia de forrageamento €
caracterizada por permanecerem paradas proximas a locais onde ha indicios de presas,
aguardando sua passagem para, em seguida, realizar o bote (CHISZAR et al., 1990; REINERT;
CUNDALL; BUSHAR, 1984).

A alimentacéo da C. d. cascavella compreende principalmente os roedores, devido
a grande disponibilidade ao longo do ano, mamiferos ndo identificados, marsupiais e répteis.
Aves e lagartos teiideos podem também fazer parte da dieta (ALMEIDA-SANTOS;
GERMANO, 1996; SALOMAOQ; ALMEIDA-SANTOS; PUORTO, 1995). Habitualmente n&o
costumam atacar seres humanos, mas, quando excitadas ou ameagadas, denunciam sua presenca

pelo ruido caracteristico de seu guizo ou chocalho (BRASIL, 2001).
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1.2 Venenos Ofidicos

Os venenos sdo encontrados em varias espécies de seres vivos, de unicelulares a
passaros. De acordo com a presenca ou a auséncia de estruturas especializadas para injeta-lo,
estes organismos podem ser classificados como animais pegonhentos ou ndo-pegonhentos,
respectivamente (DUMBACHER; SPANDE; DALY, 2000; RUSSEL, 1996).

Os animais peconhentos séo todos aqueles que produzem veneno e tém estruturas
especializadas para injeta-lo. O veneno é produzido por glandulas especificas e tem a finalidade
principalmente digestivas, com atividades toxicas que neutralizam e matam a presa durante a
captura, acrescido de um efeito defensivo contra predadores (CALVETE et al., 2009; FRY et
al., 2006; MACKESSY; BAXTER, 2006).

Os venenos das serpentes pegonhentas apresentam diversas substancias de
estruturas simples a complexas: enzimas, glicoproteinas complexas, polipeptideos e
componentes ndo-proteicos (MARKLAND, 1998; WARREL, 2010). A proporcdao e
caracteristicas especificas desses componentes variam entre as espécies (VARANDA,
GIANNINI, 1994). 90 a 95% do peso seco dos venenos tem propriedade proteica, natureza
estabelecida em 1843 por Lucien Bonaparte (BON, 2006).

Estas proteinas sdo as responsaveis pela quase totalidade dos efeitos biologicos
encontrados, dentre as quais se destacam a ac¢do enzimatica e a presenca de toxinas proteicas
com efeitos especificos (KOH; ARMUGAN; JEYASEELAN, 2006). As proteinas dentro de
cada familia de toxinas compartilham semelhancas notaveis em suas estruturas primarias,
secundarias e terciarias, mas podem diferir entre si em seus efeitos farmacologicos (KANG,
2011).

A maioria dos venenos exerce seus efeitos em quase todas as células e tecidos, e
suas propriedades farmacoldgicas sdo determinadas pela quantidade de um constituinte
especifico e biologicamente ativo que se acumula em um sitio de reconhecimento onde é capaz
de produzir injuria (RUSSEL, 1996). Além disso, as toxinas de serpentes em sua maioria
exibem suas atividades farmacoldgicas por conta propria (KANG, 2011). Dessa forma, estes
componentes também podem ter muitas aplicacbes na biomedicina (KOH; ARMUGAN;
JEYASEELAN, 2006).
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1.2.1 Composicao do Veneno da Crotalus durissus cascavella

A peconha crotalica € um complexo toxico-enzimatico de vérias substancias, dentre
as quais podemos destacar enzimas, como: proteases, fosfodiesterase, L-amino acido oxidase e
5-nucleotidase; além de toxinas, tais como: crotoxina, crotamina, giroxina, convulxina e
serinoproteinases. Os diferentes constituintes do veneno refletem nas variagfes de suas
propriedades bioldgicas, toxicidade e caracteristicas de atividade (FONSECA et al., 2006;
RANGEL-SANTOS et al., 2004).

A crotoxina ¢ uma B-neurotoxina de duas subunidades, uma acida, a crotapotina
(crotoxina A) e outra basica, a fosfolipase A (crotoxina B) que possui efeitos tdxicos
blogueadores pré e pos-sinapticos e também aumenta a permeabilidade de ions sodio. Pos-
sinapticamente, atua por diminuir a acdo da acetilcolina e impedir a despolarizacdo da
membrana; ja pré-sinapticamente, interfere na liberacdo de acetilcolina, bloqueando a
transmiss@o neuromuscular e impedindo a contracdo da musculatura estriada esquelética (BON,
2006; HENDON, 1971; MATSUBARA, 2009; RANGEL-SANTOS et al., 2004).

A crotapotina (crotoxina A), isoladamente, ndo possui a toxicidade e a atividade
enzimatica da crotoxina, mas potencializa a sua toxicidade (BON, 2006). Além disso,
potencializa o edema inflamatério (induzido por carragenina) e possui efeito antimicrobiano
principalmente contra bactérias Gram-negativas. Aumenta a pressao de perfuséo e a resisténcia
vascular renal em rins perfundidos, mantendo inalterados o fluxo urinario e o ritmo de filtracéo
glomerular, ao contrario da crotoxina (OLIVEIRA et al., 2003). Ja a fosfolipase A2 induz a um
extravasamento de plasma, sendo capaz de aumentar a permeabilidade microvascular da pele
na regido dorsal de ratos (CAMARA et al., 2003).

A crotamina € uma toxina que pertence a familia de proteinas miotoxicas e possui
toxicidade leve, com atividade sinérgica a da crotoxina (NICASTRO et al., 2003). E um
polipeptideo basico que possui a capacidade de penetracdo intracelular, através de mecanismos
independentes de gasto energético, por interagdo com proteoglicanos da matriz extracelular
(MATSUBARA, 2009). Atua principalmente provocando contracBes musculares, dependentes
da despolarizacdo da membrana das células musculares estriadas esqueléticas, através do
aumento da permeabilidade desta ao sodio (LOMONTE; ANGULO; CALDERON, 2003).
Além de modificar especificamente os canais de sodio-voltagem dependentes, sugere-se que
também exiba atividades analgésica e mionecrdética (NICASTRO et al., 2003).

A convulxina é uma toxina de alto peso molecular, pertencente a familia das lectinas

do tipo C, isolada de diversas subespécies do género Crotalus, e consiste em um potente
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ativador plaquetério. Esta atividade consiste em uma reagdo dependente de célcio, iniciada pela
ligagdo da convulxina ao receptor GPVI de plaquetas (POLGAR et al., 1997; KANAJI et al.,
2003). Aléem disso, causa convulsGes, alteracdes respiratdrias e circulatrias em varias espécies
de mamiferos (SANO-MARTINS et al., 2001).

A giroxina é um peptideo trombina-simile com atividades amidésica, esterasica e
fibrinolitica (MARTINS et al., 2002). A giroxina converte o fibrinogénio em fibrina,
aumentando o tempo de coagulacdo sanguinea (SANO-MARTINS et al., 2001). Além dessa
atuacdo, apresenta potente atividade neurotoxica (BARROS et al., 2011), produzindo uma
sindrome convulsiva peculiar em camundongos, caracterizada por movimentos rapidos de
rotacdo do corpo em torno de seu eixo longitudinal quando injetada por via intravenosa
(PRADO-FRANCESCHI, 1990; SANO-MARTINS et al., 2001).

Recentemente, um novo peptideo potenciador de bradicinina (BPP), denominado
BPP-Cdc, foi isolado também do veneno total. Embora este tenha apresentado a sequéncia
classica dos BPPs na cauda C-terminal, sua sequéncia N-terminal apresentou-se completamente
atipica, mostrando homologia muito baixa com todos os outros BPPs isolados. Ensaios
utilizando ratos hipertensos sugeriram que o BPP-Cdc apresenta acdo mais seletiva sobre o
sistema arterial do que BPP9a, isolado da serpente Bothops jararaca. Aléem da inibicdo da
enzima conversora da angiotensina (ECA), ainda especula-se que aja por outros mecanismos
de acdo ainda ndo elucidados (LOPES et al., 2014).

Outro importante componente do veneno total € um peptideo natriurético que, ao
ser isolado do veneno total da Crotalus durissus cascavella, foi capaz de desencadear efeitos
renais e vasculares, com consequente efeito diurético e hipotensor (EVANGELISTA et al.,
2008).

1.3 Peptideos Natriuréticos

Os 6rgaos excretores foram desenvolvidos para manter as concentracfes desejadas
de agua e solutos no organismo. Os rins sdo 0s 6rgaos mais eficientes nesta funcéo e constituem
a principal via de excrecdo de sodio do corpo, sendo importantes para manutencao do equilibrio
corporal e regulacdo do volume do fluido extracelular (KOEPPEN; STATON, 2009; PANDEY,
2005).

Mecanismos fisiologicos muito bem regulados permitem que o excesso de sodio
presente no organismo ndo seja retido. Estes incluem sinais neurais e hormonais, como: a

atividade nervosa simpatica, o Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) e a
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regulacdo induzida pela Guanilina, Uroguanilina e os Peptideos Natriuréticos (KOEPPEN;
STATON, 2009).

Os Peptideos Natriuréticos (NPs) sdo uma familia de peptideos distintos
geneticamente (CHEN; BURNETT JR, 2006). A estrutura bioquimica desta familia é bastante
semelhante: todos apresentam uma ponte dissulfeto que resulta em uma estrutura em forma de
um anel de 17 aminoécidos; estes sdo amplamente conservados, pois essa estrutura € necessaria
para a ligagdo a receptores com atividade de guanilato ciclase ligados a membrana (VINK et
al., 2012).

Os NPs séo sintetizados como pré-pro-peptideos e processados a pro-peptideos de
alta massa molecular no reticulo endoplasmatico. A clivagem proteolitica destes pré-peptideos
por serinoproteases resulta na formacdo de peptideos maduros (NPativos) e fragmentos N-
terminal (BOOMSMA et al., 2001; WU et al., 2002; YAN et al, 2000).

Os NPs foram identificados numa variada gama de espécies de vertebrados,
incluindo seres humanos, ratos, suinos, ras, répteis e peixes, com peptideos homologos sendo
encontrados em plantas e, recentemente, bactérias (VINK et al., 2012).

Em mamiferos existem quatro NPs bem descritos: o Peptideo Natriurético Atrial
(ANP) (DE BOLD et al., 1981), o Peptideo Natriurético Cerebral (BNP) (SUDOH et al., 1988),
0 Peptideo Natriurético tipo C (CNP) (SUDOH et al., 1990) e a Urodilatina (URO) (SCHULZ-
KNAPPE; FORSSMANN; HERBST, 1988), proveniente do mesmo precursor do ANP (Figura
2). Além destes, ainda existem os hormdnios derivados do epitélio intestinal — guanilina (GN)
e uroguanilina (UGN) — que também compartilham semelhanca estrutural com os NPs
(MARTINEZ-RUMAYOR et al., 2008; OMLAND; HAGVE, 2009).

O Fator Natriurético Atrial (FNA), posteriormente denominado Peptideo
Natriurético Atrial, foi descoberto por de Bold e colaboradores em 1981 e, desde entdo, houve
grande progresso no entendimento das funcdes fisiologicas, diagnosticas e terapéuticas dos NPs
na saude e na doenca (LEE; BURNETT JR, 2007).

O ANP (do inglés “Atrial Natriuretic Peptide”) ¢ um peptideo constituido de 28
aminoacidos com uma ponte dissulfeto cisteina-cisteina formando um anel de 17 residuos que
exerce poderosos efeitos sobre o rim e o sistema vascular (VAN KIMMENADE; JANUZZI,
2009; VOLPE, 2014). A producéo e liberacdo do ANP estdo relacionadas ao estiramento da
parede atrial e a sobrecarga resultante do aumento da pressdo sanguinea ou volume vascular
(VINK et al., 2012).

O ANP ¢€ estocado em granulos secretdrios que ocorrem em ambos 0s atrios de

todos os vertebrados, os quais liberam seu contetdo na circulacdo apos estimulacdo (VESELY,
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2003). Ventriculos de coragdes adultos produzem apenas uma pequena quantidade de ANP,
mas essa producdo é substancialmente aumentada em ventriculos de fetos/neonatos, em
ventriculos hipertréficos e em situagdes de sobrecarga de volume (DE BOLD et al., 1981; VAN
KIMMENADE; JANUZZI, 2009).

Figura 2 — Sequéncia de aminoacidos e estruturas da familia dos Peptideos Natriuréticos. ANP:
Peptideo Natriurético Atrial; BNP: Peptideo Natriurético Cerebral; URO: Urodilatina; CNP-
22: Peptideo Natriurético tipo C, subtipo C-22; DNP: Peptideo Natriurético da Dendroaspis
angusticeps (mamba verde).

Fonte: Adaptado de LEE e BURNETT JR (2007).

O BNP (do inglés “Brain Natriuretic Peptide”) ¢ um polipeptideo de 32
aminoacidos que formam um anel de 17 aminoacidos semelhantes ao ANP. Inicialmente
isolado em 1988, do cérebro de suinos, dai seu nome, esta presente em todo o tecido cardiaco,
particularmente nos ventriculos (SUDOH et al., 1988).

Diferentemente do ANP, que possui meia vida in vivo, em humanos, de 3 min
(YANDLE et al., 1986), por ter uma sensibilidade menor para o receptor de clearance e a
enzima degradadora; o0 BNP é mais estavel, com meia vida in vivo, em humanos, de 22 min, o

que facilita a avaliacdo da sua concentragdo no plasma (HOLMES et al., 1993).
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O BNP é rapidamente produzido por cardiomiocitos apos estimulos como
estiramento ou hipoxia. Os efeitos deste sdo semelhantes aos de outros membros da familia,
mas por ter a meia vida mais longa, € o0 membro mais bem estudado e descrito na literatura
(OMLAND; HAGVE, 2009; VAN KIMMENADE; JANUZZI, 2009).

O CNP (do inglés “C-type Natriuretic Peptide”) € um fator autdcrino ou paracrino
predominante no endotélio vascular (células endoteliais, mondcitos/macrofagos), no sistema
nervoso central (SNC), nos rins, condrécitos e glandula pituitaria de mamiferos (HORIO et al.,
2003; SUDOH et al., 1990). Apresenta duas isoformas principais: C-53 e C-22 (de acordo com
0 nimero de amino&cidos de cada) que também formam um anel de 17 aminoacidos, mas
carecem do terminal carboxila. De forma similar ao BNP, sua concentracdo plasmaética é
baixissima na auséncia de doencas, enquanto sua expressao tecidual € alta, o que corrobora sua
via paracrina (SCOTLAND; AHLUWALIA; HOBBS, 2005; VAN KIMMENADE; JANUZZI,
2009).

Além da producéo atrial, um analogo renal do ANP, a Urodilatina (URO), é
produzida nos rins a partir do metabolismo do pr6-ANP por aminoécidos 95-126. Considerada
um quarto NP e isolada em 1988 na urina humana por Schulz-Knappe, Forssmann e Herbst; é
um peptideo de 32 aminoécidos que forma o mesmo anel dos tipos anteriores e apresenta um
terminal carboxila. Esta é sintetizada nos tubulos distais e ductos coletores, circula em baixos
niveis no plasma (9-12 pg/mL), e tem forte acdo paracrina na regulacao do sodio e do volume
de agua pelos rins (DRUMMER et al., 1996; MEYER et al., 1996).

Outros peptideos aléem dos natriuréticos sao sintetizados no intuito de regular a
excrecdo de sodio, havendo a participacdo ndo s6 do rim e do coracdo, mas também do sistema
gastrointestinal e sistema nervoso central. Entre esses podemos citar a UGN, que participa do
mecanismo renal que regula o transporte tubular de sédio e contribui para a natriurese induzida
pela ingestdo aumentada de sal na dieta (MENETON et al., 2005).

1.3.1 Receptores para Peptideos Natriuréticos

O GMPc, ou monofosfato ciclico de guanosina, € um segundo mensageiro
importante que esta envolvido em diversas funcdes do organismo. A concentracao intracelular
do GMPc regula a fisiologia celular pela ativagdo de proteinas quinases ou alteragdo da
concentracdo intracelular de nucleotideos ciclicos através da regulacdo de fosfodiesterases
(PDEs) (LUCAS et al., 2000).
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A guanilato ciclase (GC) representa um grupo de proteinas que possuem uma
funcdo enzimética comum, a producdo de GMPc, mas diferem quanto a sua seletividade na
ativacdo por ligantes (WALDMAN; MURAD, 1987). Essa enzima é encontrada em duas
formas principais: Soluvel e Particulada. A ativacdo da forma sollvel ocorre em resposta ao
6xido nitrico (NO). J& a ativacdo da forma particulada se d& em resposta aos NPs e as guanilinas,
que atuam como agonistas para os receptores para Peptideos Natriuréticos (NPRs), produzindo
acOes bioldgicas através desta ligacdo (DANIELS; MAISEL, 2007; KUHN, 2004).

Quatro subtipos de receptores para Peptideos Natriuréticos (NPRs) foram
identificados e chamados de NPR-A, NPR-B, NPR-C e NPR-D (VAN KIMMENADE;
JANUZZI, 2009). Os receptores NPR-A (ou GC-A) e NPR-B (ou GC-B) consistem de duas
proteinas monoméricas transmembrana com uma massa molecular de 120-140 kDa
(CHINKERS et al., 1989; KOLLER et al., 1991). Foram os primeiros clonados de tecidos de
mamiferos, sendo que o NPR-A tem como agonistas 0 ANP e o BNP, enquanto o NPR-B tem
0 CNP como agonista (POTTER et al., 2009; SINDICE; SCHLATTER, 2006).

A estrutura geral dos NPRs consiste em quatro principais regides: um dominio NH»-
terminal altamente variavel (ECD), que funciona como ligante dos peptideos enddgenos; uma
porc¢do intracelular composta por um dominio conservado com homologia de quinase (KHD);
uma helice anfipatica ou regido de charneira; e um dominio catalitico altamente conservado
localizada na regido COOH terminal da proteina, com homologia de GC (CHD) (Figura 3)
(CHINKERS et al., 1989; KRAUSE et al., 1997).

O KHD é responsavel pela repressao da atividade enzimatica e é necessario para a
ativacdo ligante-dependente do CHD (CHINKERS; GARBERS, 1989). O GMPc é sintetizado
pelo CHD ativado, que se baseia na dimerizacao do receptor controlado pela regido de charneira
entre 0 KHD e o CHD (THOMPSON; GARBERS, 1995; WILSON; CHINKERS, 1995).

Existem, contudo, certas diferencas entre os receptores. NPR-A e NPR-B possuem
0 KHD e o CHD, estando envolvidos na cascata de sinalizacdo dependente de GMPc; NPR-C
e NPR-D, entretanto, ndo possuem estes dominios. Outra caracteristica € que receptores A, B e
D sdo expressos como tetrameros e o receptor C como um dimero. Os estudos sobre 0 NPR-D
ainda sdo muito limitados (ROSE; GILES, 2008; VAN KIMMENADE; JANUZZI, 2009).

O NPR-C é uma proteina homodimérica de 60-70 kDa. E um receptor truncado que
possui um dominio extracelular de ligagdo ao ligante, um dominio transmembranar, e um
dominio citoplasmatico curto, com auséncia do KHD, da regido de charneirae CHD (FULLER
et al., 1988). Por ndo possuir o dominio intracelular de GC, este age como receptor de clearance

(depuragdo), modulando a disponibilidade dos NPs enddgenos nos 6rgdos-alvo através do
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acoplamento a proteina-G, inibigdo da adenilato ciclase e ativacao da fosfolipase C, provocando
internalizagdo desses (ANAND-SRIVASTAVA, 2005; MURTHY et al., 2000). Embora a
funcdo fisioldgica exata deste receptor ainda ndo tenha sido completamente descoberta, sua
potencial atividade biol6gica é tida principalmente como a capacidade de ligacdo ao CNP
preferencialmente ao ANP ou BNP (RUBATTU et al., 2010).

Figura 3 — Receptores para os peptideos natriuréticos NPR-A, NPR-B e NPR-C e seus
respectivos peptideos ligantes. A figura representa o dominio de ligacdo do ligante extracelular
(ECD), o dominio conservado com homologia de quinase (KHD), a hélice anfipatica (regido de

charneira) e o dominio catalitico com homologia de guanilato ciclase (CHD).

GTP cGMP GTP cGMP

NPR-A NPR-B NPR-C

Fonte: VINK e colaboradores (2012).

Trés sdo 0s mecanismos de depuracdo dos NPs: ligacdo a receptores de clearance
na superficie celular (NPR-C), com subsequente internalizacdo celular e degradacéo lisossomal
(KOH et al., 1992), previamente descrita; clivagem proteolitica por endopeptidases, como
endopeptidase neutra 24.11 (NEP) (KENNY; BOURNE; INGRAM, 1993) e filtragdo renal
(BARGNOUX et al., 2008).
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A NEP, também denominada neprilisina, € uma metaloprotease ligada a membrana
de 87-96 kDa que é amplamente expressa nos rins, pulmdes e paredes dos vasos. Hidrolisa
ligacGes peptidicas no lado amino dos residuos hidrofobicos, inativando assim os NPs pela
abertura da sua estrutura em anel de 17-residuos (CHEN; BURNETT JR, 2006;
RADEMAKER; RICHARDS, 2005; ROQUES et al., 1993). A ordem de afinidade desta
enzima aos NPs é: CNP>ANP>BNP (KENNY; BOURNE; INGRAM, 1993). A URO,
contraditoriamente, ndo € hidrolisada pela NEP (ABASI et al., 1994).

Ja a filtracdo renal é responsavel pela depuracéo de fragmentos amino-terminais de
pré-NPs, como o NT-proBNP, uma vez que é necessario 6rgaos com alto grau de fluxo
sanguineo para eliminacdo dessas moléculas (DANIELS; MAISEL, 2007; VAN
KIMMENADE; JANUZZI, 2009).

1.3.2 Efeitos Biologicos dos Peptideos Natriuréticos

Os NPs tém significativa participacao na regulacdo na homeostasia cardiovascular,
renal e neuroenddcrina (CHEN; BURNETT JR, 2006; MORO; LAFONTAN, 2013;
WOODARD; ROSADO, 2008). As acdes fisioldgicas e patologicas dos NPs diferem entre si,
mas de uma forma geral, como o proprio nome indica, possuem: acdo diurética e natriurética
(importantes no controle do volume de liquido corporal e osmolaridade), acdo inibidora de
renina, vasodilatadora, lusitropica positiva, além de efeitos antiisquémico e anti-mitogénico
(MARTINEZ-RUMAYOR et al., 2008; OMLAND; HAGVE, 2009).

Os efeitos dos peptideos natriuréticos estdo relacionados a ac¢Ges centrais (inibicéo
do centro da sede, inibicdo do apetite ao sal e dos hormdnios ADH e ACTH) e periféricas
(SUZUKI et al., 2001). O ANP e o BNP se ligam ao NPR-A e a estimulacdo deste receptor
(bem como do NPR-B), induzem a producao do GMPc intracelular, a partir do GTP, necessario
aos efeitos fisiologicos dos mesmos (BOERRIGTER; BURNETT JR, 2004; MORO;
LAFONTAN, 2013).

O principal efeito renal dos NPs que agem por essa via (ANP e BNP) consiste em
aumentar a excrecdo de sodio e de agua pelo rim, contribuindo para o balanco hidroeletrolitico.
A acdo diurética destes se deve a hemodinamica renal e a ac¢Ges tubulares diretas (CURRY,
2005; SCOTLAND; AHLUWALIA; HOBBS, 2005; STABELI et al., 2004).

Os sitios renais da acdo do ANP incluem: ducto coletor medular interno, glomérulo

e células mesangiais. As agdes intracelulares do ANP nas células renais incluem a estimulacéo
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da atividade de GC e reducdo nas atividades de adenilato ciclase e fosfolipase C, o influxo de
sodio, e concentracdes intracelulares de célcio (PANDEY, 2005).

O GMPc produzido regula o transporte de sddio e cloreto diurético-sensivel em
células do epitélio tubular renal. Desse modo, o0 ANP inibe a reabsorcéo tubular de agua nos
tubulos distais e coletores do néfron e produz natriurese através da inibicdo da reabsorcdo de
sodio na porcao medular do ducto coletor (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004; POTTER et
al., 2009).

Inibe tanto o transporte de sddio e agua no tubulo proximal induzido por
angiotensina Il (ANG I1), quanto o transporte tubular de agua no tubulo coletor por antagonismo
do ADH. Provoca aumento do aporte de sddio a mécula densa inibindo a secrecdo de renina e
a producdo de ANG Il e endotelina-1 (POTTER et al., 2009; STABELI et al.,2004). O ANP
também inibe as acdes tubulares distais da aldosterona. Este mecanismo ocorre pela inibi¢do da
sintese e liberacdo deste hormdnio a partir de células da zona glomerulosa adrenal, por ativacdo
da GC e da condutancia dos canais para potassio (PANDEY, 2005).

A infusdo do ANP promove aumento significativo no fluxo sanguineo da vasa recta,
mas estudos in vivo da papila renal revelaram que tais incrementos podem apresentar atraso em
relacdo ao inicio da natriurese e diurese, sugerindo que o efeito natriurético inicial do ANP
resulta de outras acdes que ndo sejam o aumento do fluxo sanguineo (KIBERD et al., 1987;
MENDEZ et al., 1988).

Um dos principais efeitos vasculares € o relaxamento o musculo liso e aumento da
permeabilidade vascular. Este aumento contribui para a hipovolemia, promovendo
redistribuicdo das proteinas plasmaticas e do fluido do espaco intravascular para o espago
intersticial (CURRY, 2005). No rim, o ANP, através do aumento de GMPc, causa relaxamento
nas células mesangiais e vasodilatacdo da arteriola aferente, aumentando o ritmo de filtracdo
glomerular e otimizando a funcéo renal (MELO; ACKERMAN, 2000; SABRANE et al., 2005).

Outros efeitos dos NPs consistem atenuacdo e/ou inibicdo dos processos de
remodelamento vascular e cardiaco (inflamacéo, hipertrofia e fibrose), ocorridos na maioria das
doencas cardiorrenais, como hipertensdo, insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e doenca
renal cronica (BRIET; BURNS, 2012; CALVIERI; RUBATTU; VOLPE, 2012). Eles intervém,
em conjugacao com NO e GMPc, na inibicdo dos efeitos promotores de crescimento produzidos
pelo influxo de calcio induzido pela norepinefrina sobre cardiomidcitos e fibroblastos
(CALDERONE et al., 1998).

Em animais e nos seres humanos, infusdes intravenosas sustentadas de ANP

produzem uma redugdo dose-dependente da pressdo arterial média, devido a queda do débito
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cardiaco, contréria a um discreto aumento na resisténcia periférica total e sem alteracdo da
frequéncia cardiaca (VINK et al., 2012). Essa diminuigdo do débito cardiaco se d& pela queda
da pressdo do atrio esquerdo, devido a uma reducdo do volume sanguineo, efeito este,
evidenciado por um aumento no hematécrito (WOODS; OLIVER; KORNER, 1989).

O ANP, além de aumentar a aumenta a capacitancia venosa, se opde a quase todas
as acdes da ANG Il na regulacdo cardiovascular. Uma total auséncia de NPR-A causa
hipertensdo em camundongos e leva a niveis de renina e ANG Il alterados, hipertrofia cardiaca
e fibrose, e eventos vasculares letais similares aqueles desenvolvidos por pacientes humanos
hipertensos ndo-tratados (HUNT et al., 1996; PANDEY, 2005).

A liberacdo do BNP resulta na melhora do relaxamento do miocérdio e serve um
como um importante papel regulador em resposta a aumentos agudos no volume ventricular,
opondo-se a vasoconstricdo, retencdo de sodio, e os efeitos antidiuréticos do SRAA ativado
(DANIELS; MAISEL, 2007). Adicionalmente, através da reducdo da pre-carga, ambos 0s
peptideos melhoram a funcdo ventricular e interferem no desenvolvimento de fibroblastos,
sendo vasodilatadores e inibindo o crescimento de células vasculares (LAINCHBURY et al.,
2000).

Na ICC, pode haver elevacgéo dos niveis de ANP circulante em até 10 vezes, quando
ocorre excessiva distensdo das paredes de ambos os atrios. Assim, aumento nas perdas renais
de sodio e agua, previne sintomas extremos nessa doenca (GLOBITS et al., 1998). Além disso,
a infusdo intravenosa de BNP, em individuos com essa doenca, promove reducéo,
provavelmente secundaria a alteracGes na pressdo de enchimento cardiaco, do excesso de
noradrenalina cardiaca e renal (BRUNNER-LA ROCCA et al., 2001).

O ANP e BNP também realizam regulacdo da homeostase energética (MORO;
LAFONTAN, 2013; VOLPE, 2014). Via estimulacdo de NPR-A e consequentemente ativacdo
de GMPc intracelular, promovem lip6lise e mobilizacdo dos &cidos graxos livres em adipécitos
humanos. Ambos também aumentam a expressdo e secrecdo de adiponectina, uma adipocina
com propriedades de sensibilizacdo a insulina (SENGENES et al., 2000; TSUKAMOTO et al.,
2009).

O CNP, por sua vez, ndo tem um modo de acdo completamente conhecido
(SUZUKI et al., 2001). Sabe-se que ¢ liberado pelo endotélio, perde as atividades diurética e
natriurética, mas desempenha um papel central nos efeitos paracrinos e autocrinos dos NPs, via
GC ligada ao NPR-B (CHEN; BURNETT JR, 2006; STINGO; CLAVELL; AAHURS, 1992).

Estes efeitos incluem a inibigdo do crescimento das células cardiacas, a apoptose e

a proliferacdo de células do masculo liso e reducdo da secrecdo de matriz extracelular
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(D'SOUZA; DAVIS; BAXTER, 2004). A répida liberacdo de NPs durante breves periodos de
isquemia também pode ser protetora ao miocardio, em infartos de tamanho limitado, apos
ocluséo e reperfusdo coronarianas (TAKAGI et al., 2000).

Além disso, o CNP tem funcdo neurotransmissora no SNC, na ativacdo de
fibroblastos e na prevencéo do desenvolvimento de fibrose maior que 0 ANP e 0 BNP. Tambem
possui participacdo importante no processo de ossificacdo endocondral, na funcdo enddcrina
dos testiculos, espermatogénese e funcdo placentaria na gravidez (VAN KIMMENADE;
JANUZZI, 2009).

Todos os trés NPs de mamiferos sdo também conhecidos por facilitar o reflexo de
Bezold-Jarisch pela facilitacdo de aferentes quimiorreceptivos cardiacos (THOMAS et al.,
2002). Este é um quimiorreflexo cardiopulmonar com aferéncia e eferéncia vagais — observado
experimentalmente no coracgao — capaz de produzir bradicardia sinusal, vasodilatacao periférica
e hipotensdo arterial, juntamente com sialorreia, nauseas e broncoespasmo (BEZOLD; HIRT,
1867; JARISCH; RICHERTER, 1939).

A URO, assim como o0 ANP, liga-se ao receptor NPR-A localizado no tubulo renal
e musculo liso vascular renal e sua agdo consiste em aumentar a diurese, natriurese e uma
consideravel queda da pressdo arterial. Outros efeitos desse peptideo consistem na
broncodilatacdo pulmonar e inibicao da secrecédo de renina e aldosterona (FORSSMANN et al.,
2001). Como todos os NPs, a URO reduz a secrecdo de renina pela macula densa e inibe a
liberacdo de aldosterona pela zona glomerulosa e a reabsorcdo proximal de sédio e agua
estimulada pela ANG 1l (MARTINEZ-RUMAYOR et al., 2008; VAN KIMMENADE;
JANUZZI, 2009).

1.3.4 Peptideos Natriuréticos derivados de Venenos Ofidicos

O efeito hipotensor potente produzido pelos NPs contribui para uma rapida perda
de consciéncia em animais envenenados, assim, muitos NPs diferentes, que sdo equivalentes
estruturais e funcionais dos NPs de mamiferos, foram descobertos em venenos de répteis,
principalmente de serpentes e lagartos (FAVREAU et al., 2007; FRY et al., 2006; HIGUCHI
et al., 2006).

O primeiro peptideo natriurético proveniente de venenos ofidicos foi isolado por
Schweitz e colaboradores em 1992 das glandulas de veneno da Dendroaspis angusticeps
(mamba verde) e, hoje, € o mais estudado dentre os NPs ofidicos. Denominado DNP (do inglés

“Dendroaspis Natriuretic Peptide”), apresenta 38 aminoacidos e ¢ encontrado também em
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humanos (SCHIRGER et al., 1999), atrios caninos (LISY et al., 2001) e células musculares
lisas de aorta de ratos (CAl et al., 2008; WOODWARD; ROSADO; BROWN, 2001).

O DNP compartilna uma homologia sequencial funcional importante com o ANP,
BNP e CNP, sendo um membro da familia dos NPs (PIECHOTTA et al., 2008). Possui maior
estabilidade a NEP que os trés peptideos de mamiferos, atividade possivelmente atribuida a
suas caudas N- e C-terminais alongadas (CHEN; LAINCHBURY; BURNETT JR, 2002).

Embora o DNP tenha sido originalmente identificado em espécies de répteis, o DNP
sintético possui efeitos natriurético e diurético (LISY; BURNETT JR, 1999) e vasodilatador
em artérias aortas e coronarias com uma poténcia semelhante a do ANP em mamiferos
(COLLINS et al., 2000; LISY et al., 2001; SCHWEITZ et al., 1992). Além disso, a infusdo do
DNP sinteético resulta em diminuicdo dose-dependente da presséo arterial media e da presséo
da artéria pulmonar em cées normais anestesiados (LAINCHBURY et al., 2002).

Dessa forma, o DNP foi considerado como opc¢éo de possivel farmaco para tratar a
ICC. Os 15 residuos C-terminais de DNP foram fundidos com CNP humano para produzir um
peptideo quimeérico variante chamado CD-NP (LISY et al., 2008). O peptideo resultante
continha a sequéncia de comprimento completo CNP, formando o anel dissulfeto, e um C-
terminal alongado originado a partir do DNP. Com isso era esperado um equilibrio entre a
reducdo da pressdo arterial pelo CNP e os efeitos adversos renais causados pelo DNP integro.

O CD-NP subsequentemente demonstrou ligagdo a ambos os receptores fisioldgicos
NPR-A e NPR-B, devido a presenca das duas estruturas: cauda DNP e anel CNP,
respectivamente. Mais variantes do CD-NP também foram desenvolvidos para melhorar a sua
afinidade de NPR-A (DICKEY; BURNETT JR; POTTER, 2008). A primeira fase de ensaios
clinicos com essa molécula, a Cenderitida, em individuos saudaveis foi bem sucedida,
demonstrando uma nova e promissora perspectiva para a utilizacdo de toxinas de venenos
ofidicos na descoberta de medicamentos (LEE et al., 2009).

Trés outros NPs foram isolados do veneno da Taipan do Interior (Oxyuranus
microlepidotus), designados TNPa, TNPb e TNPc (FRY et al., 2005). Estes peptideos contém
35-39 residuos e possuem a estrutura em anel de 17 membros, com caracteristica de caudas C-
terminais longas. Apesar de todos os peptideos apresentarem atividade natriurética, apenas o
TNPc mostrou poténcia semelhante ao ANP humano e ao DNP no relaxamento da musculatura
lisa e producdo de GMPc através de NPR-A de rato (FRY et al., 2005).

NPs em que a sequéncia de aminoacidos é homdloga a familia NP, mas de
atividades incomuns tém sido encontrados em peptideos de venenos ofidicos. Alguns destes

incluem a inibicdo da agregacdo plaquetéria exibida pela Lebetina, isolada da Macrovipera
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lebetina (BARBOUCHE et al., 1996) e inibicdo da ECA exibido por um PtNP-a PaNP-c,
isolados de dez espécies de elapideos australianos (FRY et al., 2005; ST. PIERRE et al., 2006).
Em alguns casos, nestes peptideos também ndo estd presente a atividade estimulatoria de
GMPc, responsével pela natriurese e diurese, podendo ser utilizados para identificar residuos
importantes para ligagéo e ativagdo do NPR-A (ST. PIERRE et al., 2006).

Diversos outros NPs derivados de venenos ofidicos de diversas espécie também
foram relatados: Agkistrodon halys blomhoffii (HIGUCHI et al., 1999; MICHEL et al., 2000),
Bothrops jararaca (MURAYAMA et al., 1997), Bitis atropos, Bungarus candidus (TRINH et
al., 2010), Bungarus flaviceps (SIANG et al.,, 2010), Micrurus corallinus e Micrurus
lemniscatus (HO et al.,, 1997), Pseudocerastes persicus (AMININASAB et al., 2004) e
Trimeresurus flavoviridis e Trimeresurus gramineus (KOH; KINI, 2012; SITPRIJA, 2012).

Em 2008, Evangelista e colaboradores, conseguiram isolar um novo peptideo
natriurético do veneno total da serpente Crotalus durissus cascavella, que foi denominado
NPCasca. O veneno total foi fracionado por uma combinacdo de dois procedimentos
cromatograficos descritos por Toyama e colaboradores (2000). Na primeira etapa foi realizado
HPLC de exclusdo molecular, seguido de HPLC de fase reversa das fracdes resultantes V e VI
(Figura 4 a/b). Foi realizada entdo a caracterizacdo de proteinas e peptideos de baixo peso
molecular e a fracdo resultante foi diretamente submetida a um sequenciamento em um
sequenciador automatico de aminoacidos (Figura 5 a/b).

Os pesquisadores relataram efeitos vasculares e renais do NPCasca. Em
experimentos de perfusdo em rim isolado de ratos Wistar, este reduziu o transporte tubular total
e proximal de sédio, com aumento na excrecao de sodio, demonstrando consequentemente um
efeito diurético e natriureético.

Nos ensaios de presséao arterial sistémica in vivo com o NPCasca foram observados
uma diminui¢do na pressdo arterial média, no débito cardiaco e na frequéncia respiratoria,
juntamente com um uma producao aumentada de nitrito, sugerindo uma acao vasoativa. J& nos
ensaios de reatividade vascular com anéis de aorta pre-contraidos com fenilefrina, o0 NPCasca
apresentou uma acdo endotélio-dependente e aparentemente sem envolvimento dos NPRs,

sugerindo uma acdo possivelmente mediada por canais para potassio.
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Figura 4 — Perfis dos dois procedimentos cromatogréficos realizados para o fracionamento do
NPCasca, segundo Toyama e colaboradores (2000).

a) Perfil cromatografico em HPLC de exclusdo molecular do veneno total.

b) Perfil cromatogréfico da fracdo VI em HPLC de Fase Reversa, identificando NP

isolado da Fragéo VI do veneno bruto, NP2_Casca.
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Fonte: EVANGELISTA (2008).
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Figura 5 — Perfil de espectrometria de massas e Sequéncia de aminoécidos do NPCasca.

a) Espectrometria de massa MALD-TOFF do NP2_Casca;

b) Sequéncia completa de aminoacidos do peptideo, com alinhamento sequencial
comparativo entre o NPCasca e outros NPs. VNOC OXYSA2 e
VNOC_OXYSA (Peptideos Natriuréticos de Oxyuranus microlepidotus);
BNP_LACMU (BPP/CNP de Lachesis muta); BNP2_BOTJA e BNP1_BOTJA
(BPP/CNP de Bothrops jararaca); H-CNP53 e 22 (CNP humano isoformas 53
e 22); P-CNP (CNP porcino isoformas 53 e 22); Frog-CNP1 e Frog-CNP2
(CNPs isolados de sapo); CNP_Lmuta (CNP de Lachesis muta). Abaixo é

demonstrada a regido consensual entre os NPs em questao.
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VNCC COKYSR  SDSKIGNGCEFGFPLDRIGSVSGLGCNRIMONFPPRKRESGE

BNF TACMU RVGDGCFGLELDRIGSMSGLGC
BENFZ BCTJA GARKGCFGLEKLDRIGTMSGLGC
BENF1 BOTJA EVKYDPCFGHEKLDRINEVSGLGCPSLRDPRPNAPSTSA
H-CNES3 KRGLSKGCFGLEKLDRIGSMSGLGC
P-CNF>3 KRGLSKGCFGLEKLDRIGSMSGLGC
H-CNF22 GLEKGCFGLELDRIGSMSGLGC
P-CPNZ2Z GLEKGCFGLELDRIGSMSGLGC

Frog-CNFP1 RKRGY SRGCFGVKLDRIGAFSGLGC
Frog-CNP2 KKGT SKGCFGLEKLDRIGAMSGLGC
CNF Imuta RVGDGCFGLELDRIGSMSGLGC
Consensus XXXXXKXXGCFGXXLDRIXXXSGLGCHE KX XXX XK KKK

Fonte: EVANGELISTA (2008).
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2 JUSTIFICATIVA

Os NPs tem importante papel como ferramentas diagnosticas auxiliares em
pacientes com dispneia, insuficiéncia cardiaca diastdlica, sindrome aguda coronéria, doenca
pulmonar, estados de alto débito cardiaco (sepse, cirrose e hipertireoidismo), fibrilacdo atrial e
doencas renais (DANIELS; MAISEL, 2007). Atualmente, s&o aprovados para uso na
manutenc¢do da insuficiéncia cardiaca aguda descompensada (CHEN et al., 2000).

O potencial terapéutico desta classe de substancias, contudo, estd além desta
indicacdo e inclui o tratamento crdnico da ICC e hipertensdo; a prevencdo de remodelamento
do ventriculo esquerdo apds infarto do miocardio; e a protecdo renal durante cirurgias com by-
pass cardiopulmonar (CHEN; BURNETT JR, 2006). Desta forma, aumentar os efeitos
fisiologicos benéficos mediados por estas moléculas € visto como uma potencial abordagem
terapéutica para o tratamento das doencas cardiorrenais (VOLPE, 2014).

Os NPs encontrados no cora¢ao de animais superiores apresentam estrutura muito
conservada, com poucas varia¢des, 0 que ndao permite estudos de relacdo estrutura-atividade
visando a obtencdo de NPs mais atrativos farmaceuticamente e na pratica clinica (MARTINEZ-
RUMAYOR et al.,, 2008). Neste contexto, 0os venenos de serpentes, principalmente da
subfamilia Crotalinae, sdo importantes fontes de peptideos bioativos, como os BPPs
(HABERMEHL; FERREIRA, 2000). Além disso, uma ampla variedade de NPs, com grande
variedade estrutural, foram descobertos nestes venenos, o que 0s tornam muito atrativos a
comunidade cientifica (HIGUCHI et al., 1999; LEE HO, 2000).

Muitas pesquisas sdo realizadas com o intuito de analisar os efeitos das fragdes
derivadas de venenos e toxinas ofidicas nos tecidos (efeitos coagulativos, hemorragicos,
neurotdxicos, miotdxicos, entre outros) e também para a descoberta de novas ferramentas
fisiologicas e farmacoldgicas para o estudo das células animais (KOH; KINI, 2012; MARSH;
WILLIAMS, 2005). Entretanto, apenas um Unico trabalho foi realizado sobre a¢des diretas ou
indiretas deste peptideo natriurético isolado do veneno total da C. d. cascavella
(EVANGELISTA et al., 2008).

Diante do exposto, confirma-se a relevancia do estudo das acoes renais decorrentes
desta molécula em modelos experimentais ex vivo e in vitro e suas consequentes alteracGes

morfoldgicas em tecido renal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Sintetizar em fase solida o Peptideo Natriurético isolado do Veneno Total de Crotalus
durissus cascavella (NPCdc) e avaliar suas agdes renais, na busca de uma ferramenta

farmacoldgica e perspectiva de um novo agente terapéutico.

3.2 Especificos

Realizar a sintese em fase solida de NPCdc, necessaria aos ensaios biologicos

posteriores.

Estudar os potenciais efeitos do NPCdc sobre a fisiologia renal através de perfuséo de
rim isolado de rato, comparando esses aos resultados obtidos previamente com o
NPCasca.

Avaliar as possiveis alteragdes morfoldgicas em tecido renal provocadas pelo NPCdc

através de microscopia optica.

Estudar os efeitos promovidos pelo NPCdc em cultura de células renais MDCK e LLC-
MK2
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencdo do NPCdc Sintético
A sintese em fase s6lida do NPCasca, agora denominado em sua forma sintética,

NPCdc, foi realizada pela empresa brasileira  GenOne®  Biotechnologies

(http://www.genone.com.br). A empresa norte-americana LifeTein® (http://www.lifetein.com/)

ficou responsavel pela certificacdo de analise de peptideo personalizado e também pela

dessalificacdo das amostras e 0 seu respectivo envio.

4.2 Perfusdo de Rim Isolado

4.2.1 Animais de Experimentagao

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 250 e 280 g, provenientes do
Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do
Ceara. Os mesmos foram acondicionados em caixas de polipropileno, climatizados entre 22+0,5
°C, permanecendo sob sistema controlado de circulacdo de ar, umidade e luminosidade (12h de
ciclo claro/escuro).

Esses animais receberam ragdo padrdo (Biotec®) e agua “ad libitum”, com excecio
das 12h que precederam os experimentos de perfusdo renal, nas quais foram mantidos em jejum
alimentar e agua “ad libitum”. Toda a metodologia desenvolvida no presente trabalho foi
submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade

Federal do Ceara sob o0 nUmero de protocolo 79/08.

4.2.2 Sistema de Perfusdo de Rim Isolado

Os rins isolados permitem o estudo da funcdo renal na auséncia de influéncias
sistémicas (NIZET, 1975). O método de perfusdo de rim isolado consiste em acoplar um rim a
um sistema desenvolvido para simular as condicdes encontradas por esse rgdo no organismo
vivo. Dessa forma, pode-se observar a atividade renal de substancias sem que haja qualquer
interferéncia enddgena. Nos ltimos 40 anos, essa técnica tem sido utilizada para investigar 0s

aspectos da fisiologia, farmacologia e farmacocinética renais (WANG, 2004).


http://www.genone.com.br/
http://www.lifetein.com/
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As primeiras perfusdes foram realizadas por Lobell em 1849. Desde entéo, varias
alteracOes foram realizadas no sistema e este foi sendo modificado (BOWMAN, 1970;
COHEN; KOOK; LITTLE, 1977; FONTELES, 1980; FONTELES et al., 1983; ROSS et al.,
1973). Essas mudangas advieram dos avangos no conhecimento da fisiologia renal e da
descoberta de novas substancias, permitindo a melhoria das perfusdes.

Figura 6 — Foto do sistema de perfuséo de rim isolado.

Fonte: LAFAVET — UFC.

Existem dois tipos de sistema de perfusdo renal: aberto, no qual o perfusato nao
recircula pelo rim; e fechado, onde ocorre a recirculagdo. O sistema utilizado no presente
trabalho consiste na perfusdo de rim isolado com recirculagdo (FONTELES et al., 1983) e dois
subsistemas, um in situ e outro em circuito fechado, para perfusdo in vitro, ambos mantidos a
mesma temperatura de 37 °C (Figura 6). Este sistema foi inicialmente baseado nos estudos

desenvolvidos por Bowman e Maack (1974) e Ross (1978), modificado em nosso laboratorio
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pela adicdo de um pulmdo artificial para melhorar a oxigenacdo (HAMILTON et al., 1974) e
pela utilizacdo de um filtro miliporo de 1,2 um (PEGG, 1971).

Este sistema apresenta a vantagem da manutencdo constante de parametros
funcionais renais com utilizacdo, em menor volume, de albumina bovina (fracdo V, 6g%) na
solucdo perfusora, mantendo constantes as substancias dialisaveis com oxigenacao adaptada ao
proprio sistema (LIMA; MONTEIRO; FONTELES, 1992; MONTEIRO, 1990). Desse modo,
esse sistema € mais econdmico, ja que o perfusato liberado pela veia renal é reutilizado.
Portanto, menos albumina é utilizada, diminuindo o custo do projeto.

O sistema utilizado é constituido dos seguintes componentes (Figura 7):

Figura 7 — Desenho esquematico do sistema de perfusdo de rim isolado.

Manoémetro de mercurio

Fluxémetro
g Condensador
Coletor
de Urina , K
FiItrc\.
Oxigenador

é > Bomba

‘\ Peristaltica
\

Cilindro de

Banho-maria carbogénio

Seringa Coletora 0,/CO, (95:5)

Fonte: Adaptado de LAFAVET — UFC.

a) Banho-maria— manutencdo de uma temperatura constante do pulmao tipo silastico entre
36-37 °C.
b) Bomba peristéltica — bombeia a solucéo de perfusdo ao longo do sistema.

c) Catabolhas — evita a entrada de bolhas nos rins (embolia).
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d) Cilindro de carbogénio — cilindro contendo mistura gasosa carbogénica (95% O- e 5%
CO»).

e) Coletor de urina — frasco que coleta a urina. E trocado a cada 10 min.

f) Condensador — mantém a solucdo aquecida na temperatura de 37 °C durante todo o
experimento.

g) Filtro (Millipore 5 pm) — promove a filtracdo da solugédo perfusora.

h) Fluxdémetro — medida do fluxo de perfuséo (L/h).

i) Mandmetro de merclrio — medida da pressdo de perfusdo (mmHg).

j) Oxigenador — pulmdo artificial tipo silastico para promocéo das trocas gasosas (95% O>
e 5% COy).

k) Seringa coletora — seringa coletora de perfusato. Realizada coleta a cada 10 min.

4.2.2.1 Preparacgao do Sistema de Perfusdo de Rim Isolado

Antes de cada experimento, o sistema foi cuidadosamente limpo, montado e
calibrado. A presenca de qualquer vazamento ou obstrucéo de fluxo foi sempre verificada e,
quando encontrada, solucionada.

A calibracdo do sistema se deu sempre antes do inicio dos experimentos com uma
solucdo de cloreto de sodio a 0,9% mantida a 37 °C, coletada por um minuto em proveta
milimetrada. O objetivo deste procedimento foi verificar o fluxo de perfusdo frente a resisténcia
do préprio sistema.

Foi avaliado em cada uma das bombas (1, 2, 3, 4 e 5) a Pressdo de Perfuséo
(mmHg); o Volume de NaCl 0,9% (mL/min); e o Valor Registrado pelo Fluxdmetro (L/h). Para
tanto, os resultados dessas calibracGes foram compilados em curvas, onde foi plotada a
velocidade da bomba no eixo das abscissas (x) em relacdo as variaveis supracitadas no eixo das
ordenadas (y).

Para uma melhor adaptacéo do sistema as unidades, a coleta de dados foi realizada
em intervalos de 2 min. As figuras 8, 9 e 10 mostram gue o sistema manteve-se constante em

todos 0s grupos experimentais.

Figura 8 — Valores de Pressdo de Perfusdo (mmHg), relacionados a velocidade da bomba,

registrados durante a calibracdo do sistema (n=6).
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Fonte: LAFAVET — UFC.

Figura 9 — Valores de VVolume de NaCl 0,9% (mL/min), relacionados a velocidade da bomba,
registrados durante a calibrag&o do sistema (n=6).
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Fonte: LAFAVET - UFC.

Figura 10 — Valores registrados pelo Fluxémetro (L/h), relacionados a velocidade da bomba,

durante a calibracéo do sistema (n=6).
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4.2.3 Solucéo Perfusora

A solucdo empregada no sistema de perfusdo renal é a de Krebs-Henseleit
modificada (FONTELES et al., 1998), concentrada 20 vezes, cuja composi¢do é: NaCl = 138
g; KCI = 7 g; NaH2PO4.H20 = 3,2 g; MgS04.7H20 = 5,8 g e Ureia = 10 g. 48h antes dos
experimentos, 100 mL desta solucdo foram separados e acrescidos de NaHCOz = 4,2 g;
CaCl,.2H,0 = 0,74 g; Glicose = 2 g e Penicilina G potassica cristalina = 0,05 g. Em seguida, o
volume foi completado para 2000 mL com agua bidestilada.

Foram retirados 300 mL desta solucdo, volume ao qual se adicionou albumina
bovina fracdo V (6 g%) (LIMA; MONTEIRO; FONTELES, 1992; MONTEIRO, 1990). Esta
solucdo final foi dialisada com a albumina, auxiliada por um homogeneizador. A dialise teve
como objetivo retirar substancias contaminantes como piruvatos, citratos e lactatos (COHEN,
KOOK; LITTLE, 1977; HANSON; BALLARD, 1968; ROSS, 1978).

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada para dialise foi trocada com 24h. No
final, apds 48h de dialise, a solucdo perfusora foi acrescida com 0,15 g de inulina. O pH da

solucéo perfusora foi ainda ajustado entre os valores de 7,3 a 7,4.

4.2.4 Técnica Cirargica

Os animais foram anestesiados intraperitonealmente com Tiopental Sddico
(Thiopentax, Cristalia®) na dose de 50 mg/Kg de massa corporal. As cirurgias foram realizadas
segundo o método descrito por Bahlmann, Giebisch e Ochwadt (1967), Ross (1978) e Fonteles
e colaboradores (1983). A figura 11 ilustra sucintamente o protocolo descrito abaixo.

Inicialmente, a veia femoral foi isolada e 3 mL de Manitol 10% foi administrado a
fim de facilitar a visualizacdo e a fixacdo da canula ao ureter. ApOs assepsia da parede
abdominal, procedeu-se uma incisdo mediana de aproximadamente 5 cm, seguida de duas
incisdes perpendiculares a linha alba de aproximadamente 3 cm para uma melhor observacao
das estruturas anatdmicas.

Rebateu-se as visceras para a esquerda, permitindo a visualizacdo do rim direito e
amarrou-se e retirou-se a glandula suprarrenal a fim de que nenhum de seus horménios viesse
a influenciar os resultados do experimento. Com uma lupa o ureter foi identificado, dissecado
e canulado com um tubo de polietileno PE-30.

A artéria renal foi isolada e canulada atraves da artéria mesentérica anterior.

Durante o procedimento cirurgico, uma parte da solucdo ja oxigenada (40 mL) foi desviada
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para o sistema de perfuséo in situ, para perfundir o rim ainda in vivo, evitando qualquer
isquemia ao 6rgdo. Finalmente, o rim foi transportado para o sistema de perfusdo ex vivo, sem

a interrupgéo do fluxo.

Figura 11 — Desenho esquematico do procedimento anestésico e cirurgico para perfusao de rim

isolado em ratos.
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Fonte: Arquivo pessoal.

4.2.5 Protocolo Experimental

Os experimentos foram iniciados apds a estabilizacdo e adaptacao do 6rgao as novas
condicdes. A pressdo de perfusdo e o fluxo foram mantidos constantes durante os 30min
iniciais, periodo considerado como controle interno. Apds este, foi adicionada a substancia-
teste e observadas as mudangas nos parametros renais até os 120min. A cada 5min foram
registrados a pressdo de perfusdo e o fluxo de perfusdo em mandmetro e fluxdémetro,
respectivamente, em um periodo total de 120min.

Amostras do perfusato (1,5 mL) e da urina foram coletadas a cada 10min durante
0s 120min totais e depois congeladas a -20 °C para posterior dosagem de sodio, potassio,
cloreto, inulina e osmolaridade, importantes na determinagdo dos seguintes parametros de
funcdo renal: resisténcia vascular renal (RVR), fluxo urinario (FU), ritmo de filtracdo
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glomerular (RFG), clearance osmolar (COsm) e transporte tubular total e proximal de soédio
(%TNa* e %pTNa®), potassio (%TK" e %pTK") e cloreto (%TCI e %pTCI").

4.2.5.1 Grupos Experimentais

O estudo dos efeitos do NPCdc sobre a fun¢éo renal foi iniciado ap6s o periodo de
controle interno de 30min e as observagdes foram feitas durante os 90min seguintes. Cada grupo
experimental foi composto por seis experimentos (n=6). Os cinco grupos analisados foram o0s
seguintes:

a)  Grupo Controle: rins perfundidos somente com solucdo de Krebs-Henseleit
modificada;

b)  Grupo 0,03 pg/mL.: rins perfundidos com NPCdc na concentracdo de 0,03 pg/mL;

c)  Grupo 0,1 pg/mL: rins perfundidos com NPCdc na concentracao de 0,1 pug/mL;

d)  Grupo 0,3 pg/mL: rins perfundidos com NPCdc na concentracao de 0,3 pg/mL.

e)  Grupo 1 pg/mL: rins perfundidos com NPCdc na concentracéo de 1 pg/mL.

4.2.6 Analises Bioguimicas

Nas amostras de urina e perfusato foram realizadas dosagens de sodio, potassio e
cloreto utilizando aparelho de fons eletrodos-seletivos (RapidChem 744, Bayer® Diagnostica).
A inulina do perfusato e da urina foi determinada por hidrélise direta, conforme Walser,
Davidson e Orloff (1955) e Fonteles e colaboradores (1983) com modificacdes que reduziram
as quantidades de amostras e reagentes utilizados. Para tanto, foram realizadas leituras
fotométricas em espectrofotdmetro e a osmolaridade determinada atraves de osmémetro (Vapor
pressure osmometer — Vapro 5520, WESCOR®).

4.2.7 Determinacdo dos Parametros Funcionais Renais
As formulas utilizadas para determinacdo de pardmetros funcionais renais sdo

apresentadas no quadro 1 (FONTELES, 1980; MARTINEZ-MALDONADO; OPAVA-
STITZER, 1978).
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Quadro 1 — Parametros utilizados para determinacdo das fungdes renais (contendo simbolos,

unidade de medidas, forma de calculo empregando formulas, aparelhos ou método de dosagem

ou inferéncia).

Parametros renais

PP (mmHg): Pressdo de Perfusio

Férmula
Leitura em mandmetro de marcurio

FU (mL.g™~.min™): Fluxo Urinario

FU = Peso do volume urinario/ peso do rim
esquerdo x 10

RFG (mL.gl.min?): Ritmo de Filtracdo
Glomerular

RFG = (DOUin/DOPin) x FU, onde DOUin
= densidade Gtica da inulina na urina e
DOPin = densidade Otica da inulina no
perfusato

FPR (mL.gtmin?): Fluxo de Perfusdo
Renal

Registrado a cada
rim/intervalo de tempo

10min/peso  do

RVR (mmHg/mL.gt.min?): Resisténcia
Vascular Renal

RVR = PP (mmHg) / FPR

FNa* (UEg.g*.min™): Sédio Filtrado

FNa" = RFG x PNa*

ENa* (UEq.gt.min™): Sodio Excretado

ENa* = FU x UNa*

TNa* (UEg.g™t.min?): Sédio Transportado

TNa* = FNa* - ENa*

%TNa": Percentual de Sédio Transportado

%TNa* = TNa*/ FNa* x 100

%TpNa*: Percentual Proximal de Sédio
Transportado

%TpNa*® = pTNa*/FNa" x 100

FK* (LEq.gt.min™): Potassio Filtrado

FKa*® = RFG x PKa*

EK* (MEg.gt.min™?): Potassio Excretado

EK"=FU x UKa*

TK* (LEq.gt.mint): Potéssio Transportado

TK* =FK" - EK*

%TK*: Percentual de Potassio Transportado

%TK* = TK*/ FK* x 100

%TpK™: Percentual Proximal de Potassio
Transportado

%TpK* = pTK*/FK* x 100

FCI (MEg.g™.min): Cloreto Filtrado FCI = RFG x PCI
ECI (uEq.gt.mint): Cloreto Excretado ECI =FU x UCI
TCI (MEg.gt.min™): Cloreto Transportado | TCI'=FCI - ECI

%TCI: Percentual de Cloreto Transportado

%TCI = TCI/ FCI" x 100

%TpCl: Percentual Proximal de Cloreto
Transportado

%TpCl- = pTCI/FCI x 100

COsm (mL.gt.min?): Clearance osmolar

COsm = (Uosm / Posm) x FU, onde UOsm
= osmolaridade urinaria e POsm =
osmolaridade do perfusato

Fonte: Adaptado de LAFAVET - UFC.
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4.2.8 Analise Histopatologica

Ao final de cada experimento foi retirado um fragmento longitudinal do rim direito
(perfundido) e do rim esquerdo (controle), os quais foram armazenados inicialmente em formol
10% por 24h, seguido de armazenamento em alcool 70% até o posterior exame histologico.

Os fragmentos foram submetidos a desidratacdo, diafanizacdo e em seguida,
cortados em uma espessura de 2 pum. Foi realizada coloragdo de hematoxilina-eosina (HE) e as
laminas analisadas através de um microscopio 6ptico trinocular BA310 (Motic®) com camera
acoplada (Motic® 2000 2.0 MP Live Resolution) e uso do programa Motic® Image Plus 2.0.

Todas as laminas dos rins submetidos a perfusdo foram confeccionadas e avaliadas
no Laboratério de Histologia Veterinaria, da Faculdade de Veterinaria da Universidade

Estadual do Ceara.

4.3 Ensaios de Cultura e Viabilidade Celular

4.3.1 Linhagens Celulares

Duas linhagens celulares foram utilizadas: células tubulares epiteliais renais MDCK
(Madin-Darby Canine Kidney) e LLC-MK: (Rhesus Monkey (Macaca mulatta) Kidney
Epithelial Cells). Ambas foram cedidas pela Profa. Dra. Alice Maria Costa Martins e 0s
experimentos desta etapa foram realizados no Laboratorio de Cultivo Celular do Departamento

de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade Federal do Ceara (LCC — UFC).

4.3.2 Cultivo e Tratamento das Células MDCK e LLC-MK>

A figura 12 ilustra sucintamente o protocolo descrito a seguir. As células MDCK e
LLC-MK:> foram cultivadas em frascos plasticos com meio RPMI 1640 (contendo insulina,
horménio de crescimento, hormdnio tireoidiano, transferrina, prostaglandinas e L-glutamina)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de penicilina (10.000 U/mL) e
estreptomicina (10 mg/mL). As células foram mantidas em estufa a 37°C, com atmosfera de 95%
e umidade e 5% de CO2. Em seguida, foi realizada a observagdo do crescimento celular com
ajuda de microscépio de inversdo a cada 24h (BUTLER; DAWSON, 1992).

Estas linhagens celulares sdo aderentes e formam uma monocamada sobre a

superficie da garrafa de cultivo. Apds confluéncia, onde toda a superficie de cultivo foi
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preenchida, as células foram deslocadas utilizando tripsina-EDTA (0,05%/0,02%) e a
suspensdo celular foi redistribuida para outras garrafas de cultivo, expandindo a cultura celular.
As aliquotas de células para estoque foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640 acrescido
de SBF a 50% e DMSO a 10%, congeladas primeiramente a -70 °C e mantidas em nitrogénio
liquido (FRESHENEY, 2010).

As células MDCK e LLC-MK; foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640
sem SBF por 24h para sincronizé-las entre as fases Go e Gz do ciclo celular. Em seguida, foram
deslocadas das garrafas de cultura por meio da exposicédo a tripsina-EDTA (0,25/0,02% v/v)
por aproximadamente 10min em estufa de CO2 a 37 °C, suspensas em meio de cultura e
centrifugadas por 5min a 4000 rpm.

Apos ressuspensdo e quantificacdo em camara de Neubauer, as células foram
plagueadas a 1x10° células/mL em placas de 96 pogos. Decorridas 24h do plagueamento, foram
adicionadas aos pocos diferentes concentracdes do NPCdc (3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200
pg/mL). Durante o experimento as placas foram avaliadas com 24h de cultivo, usando
microscopio de inversdo. Apés esse periodo, foi realizado ensaio de viabilidade celular descrito

a seguir.

Figura 12 — Esquema simplificado das etapas do cultivo e tratamento das células MDCK e LLC-
MKo.

- YA\
/. incubagio - \V/j (-]

- FASE G, RPMI RPMI + SBF
(- °C;atm.Umida @ SBF:24h
37 ; . 5 : - o
' 5% CO Incubagao/Tripsina-
RPMI 1640; . EDTA(10min)
10% v/v SBF;
Penicilina
/ Susp. celular

A\

quantificacio @) Re-susp. RPMI

—
N
105céls/pogo SZumbaarSer sobrenadante
2h

Fonte: PEREIRA (2009).
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4.3.3 Estudo da Viablidade Celular in vitro

4.3.3.1 Ensaio com MTT

Este ensaio consistiu em uma andlise colorimétrica que mede indiretamente a
citotoxidade (MOSMANN, 1983). O MTT, 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina, é um sal de tetrazo6lio solivel em agua, o qual é convertido em cristais de formazan
de cor purpura, insolliveis em éagua, apés clivagem do anel de tetraz6lio por desidrogenases
mitocondriais e outras enzimas lisossdmicas. A figura 13 ilustra sucintamente este protocolo.

O MTT ndo interage diretamente com as desidrogenases, mas com seus subprodutos,
NADH e NADPH. Os cristais de formazan sdo solubilizados, formando um produto colorido
cuja medicdo da densidade Optica é feita em espectrofotdmetro a 570nm de absorbancia. A
intensidade da coloracdo do produto formado é diretamente proporcional ao nimero de células
viaveis presentes na amostra, confirmando a capacidade redutora do sistema sobre 0 MTT
(HEINRICH et al., 2005).

Figura 13 — Esquema simplificado das etapas do ensaio de viabilidade celular.

y ™ incubacgao
ok P — ;
37°C;atm.umida;

5% COy; 24h

CULTURA diluicdo
DECELULAS | = >

10°céls/pogo X
RPMI 1640: \

10% viv MTT (20uL/pogo)
SBF;

NPCdc / Re-incubagdo/4h
(200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,12pg/mL)

Remocao do

sobrenadante

| SDS

incubagao P « (10%)
Cristais de
Formazam

Fonte: Adaptado de PEREIRA (2009).
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Ambas as linhagens celulares foram adicionadas as placas de 96 pogos com
densidade de 1x10° células/mL e tratadas com diferentes concentracdes do NPCdc descritas
anteriormente. Ap6s 24h deste tratamento, foi removido 100 pL do sobrenadante do meio de
cultura e adicionado 10pL da solugdo do MTT (Sigma®) dissolvido em PBS.

Apos incubacdo por 4h em estufa com 5% de CO; a 37 °C, foi adicionado 90 uL da
solucdo de dodecil sulfato de sddio 10% (SDS) dissolvido em HCI 0,01N para solubilizar os
cristais de formazan formados. As placas foram mantidas em estufa com 5% de CO; a 37 °C e
apos 17h foi realizada a leitura em espectrofotémetro com comprimento de onda de 570 nm.

O controle negativo correspondeu como 100% de sobrevivéncia das células MDCK
e LLC-MK: tratadas apenas com o veiculo de diluicdo da substancia teste e a viabilidade celular
foi determinada por comparacéo entre os percentuais médios de células vivas neste grupo e nos

demais grupos tratados com a substancia-teste (MOSMANN, 1983).

4.4 Analise Estatistica

Para analise de dados foi utilizado o software estatistico GraphPad® Prism v6.0.
Nos ensaios de perfusdo renal e viabilidade celular, os resultados foram apresentados como
Média + Erro Padrdo da Média (E.P.M.), sempre considerando estatisticamente significativos
aqueles que alcancaram a probabilidade de ocorréncia da hipotese nula inferior a 5% (P<0,05).

Nos ensaios de perfusdo renal, todas as tabelas e graficos que avaliaram os
parametros renais foram estudados de acordo com a variavel tempo e os dados compilados em
intervalos de 30min (30, 60, 90 e 120). As diferencas entre os tempos de um mesmo grupo foram
comparadas utilizando teste t de Student. Ja as diferencas entre tempos iguais entre 0S grupos
foram comparadas por Andlise de Variancia Fator Duplo (Two-Way ANOVA), seguida de pos-
teste de Bonferroni.

Para os ensaios de viabilidade celular, os dados foram expressos como percentual de
viabilidade celular versus concentracdo do NPCdc. Esses foram comparados por Analise de
Variancia Fator Unico (One-Way ANOVA), seguida de pos-teste de Dunett.
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5 RESULTADOS
5.1 Sintese em Fase Solida do NPCdc

A certificacdo de analise de peptideo personalizado do NPCdc realizada pela
empresa LifeTein revelou uma pureza de 95,62%, massa molecular de 3.451,96 Da e sequéncia
“VSTSRGSQGCFGLKLDRIGAASGLGCWRRIVDS”. O NPCdc apresentou 33 residuos de

aminodcidos, contendo um ponte dissulfeto-cisteina entre os residuos 10 e 26 (Figura 14).

Figuras 14: Cima — Perfil de espectrometria de massas do NPCdc por MALDI-TOFF. Baixo —
Parte do Certificado de Analise de Peptideos Personalizados, emitido pela LifeTein, do NPCdc,
contendo: codigo, sequéncia de aminoacidos, observacfes estruturais, massa total produzida,

pureza, férmula molecular e massa molecular.

Mass Spectrometry Report
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Sample: 305080 MW: 3451.96
Cat. No. Name i Sequence Modification Weight Purity Formula M.W.
VSTSRGSQGCFGL | 1mg/vial*50; One
KLDRIGAASGLGCW | disulfide  bridge C146H240N480
305090 | VS-33 60.01 95.62% 451.
RRIVDS{Mono between residues a ° | 4582 Hatee
Disulfide bridge} 10-26

Fonte: GenOne® Biotechnologies.
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5.2 Efeitos do NPCdc na Perfusdo de Rim Isolado de Ratos

Apobs a administracdo do NPCdc foram observadas alteracdes na fisiologia renal
nos parametros avaliados. Com relacdo aos pardmetros vasculares, a PP apresentou, na
comparacgdo dos diferentes tempos com o tempo de controle interno, aumento aos 120min de
0,03 pg/mL e diminuicdo aos em todos os tempos de 1 pg/mL (Tabela 1 e Figura 15).

Ja a RVR, na comparacédo dos diferentes tempos com o tempo de controle interno,
apresentou aumento significativo aos 60, 90 e 120min de 0,03 pg/mL e na comparagdo com
controle externo na mesma faixa de tempo, houve apenas aumento aos 90 e 120min da mesma
concentragdo (Tabela 2 e Figura 16).

Em relacdo aos parametros funcionais renais, 0 NPCdc provocou, na comparacgao
dos diferentes tempos com o tempo de controle interno, aumento do FU aos 90 e 120min de
0,03 pg/mL e reducédo aos 90 e 120min de 0,1 pg/mL e 1 pg/mL. Na comparagdo com controle
externo na mesma faixa de tempo, houve aumento do FU aos 120min de 0,03 pg/mL e
diminuicdo aos 90 min e 120min em 0,1 pg/mL e 1 pug/mL (Tabela 3 e Figura 17).

Ja 0 RFG, na comparacao dos diferentes tempos com o tempo de controle interno,
encontrou-se reduzido em quase todos os tempos das concentracdes estudadas, a exce¢do dos
90min de 0,03 pg/mL e 1 pg/mL. Na comparagdo com controle externo na mesma faixa de
tempo, houve reducdo em todos os tempos das quatro concentracdes testadas (Tabela 4 e Figura
18).

Em relacdo ao COsm, na comparacdo dos diferentes tempos com o tempo de
controle interno, houve aumento nos tempos de 90 e 120min de 0,03 pg/mL e redugdo nos
tempos de 120min de 0,1 pg/mL e 1 pg/mL. Na comparagdo com controle externo na mesma
faixa de tempo, aumento aos 120min de 0,03 pg/mL e reducdo aos 90min de 0,1 pg/mL e 90 e
120min de 1 pg/mL (Tabela 5 e Figura 19).
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Tabela 1 — Presséo de Perfuséo (PP) em rim isolado de rato na presenca do NPCdc (0,03 pg/mL,
0,1 pg/mL, 0,3 pg/mL e 1 pg/mL).

PP (mmHg)
Tempo | Controle 0,03 pg/mL. 0,1 pg/mL 0,3 pg/mL 1 pg/mL
30 106,7+1,40 101,0+3,89  100,2+2,27 100,20+2,27 103,80+2,23
60 104,7+2,68 107,8+5,15  105,3+3,74 96,99+2,84  97,19+2,09*
90 104,3+2,65 110,5+5,26  106,0+5,84 100,70+3,27 95,32+1,74*
120 104,2+0,94 116,2+5,61* 102,2+8,00 100,70+£3,59 93,06+1,82*

Os dados séo expressos em média = E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pés-teste

de Bonferroni. *P<0,05, comparacao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo

30); #P<0,05, comparacdo com controle externo na mesma faixa de tempo.

Figura 15 — Efeitos promovidos pelo NPCdc na Presséo de Perfusdo (PP) em rim isolado de

rato nas concentracdes de 0,03 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 ug/mL ¢ 1 ug/mL. *P<0,05, comparagao

entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30); *P<0,05,

comparacgdo com controle externo na mesma faixa de tempo.
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Tabela 2 — Resisténcia Vascular Renal (RVR) em rim isolado de rato na presenca do NPCdc
(0,03 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 ug/mL e 1 pg/mL).

RVR (mmHg/mL.gt.min)

Tempo
30

60

90

120

Controle

4,86x0,11
5,00+0,12
4,71+0,15
4,91+0,15

0,03 pg/mL
4,68+0,06
5,25+0,22*

5,70+0,36*"
6,16+0,43*"

0,1 pg/mL
5,19+0,14
5,34+0,21
5,36+0,37
5,50+0,37

0,3 pg/mL
4,92+0,17
4,76x0,21
4,75%0,31
4,70+0,33

1 pg/mL

4,99+0,17
4,66+0,18
4,57+0,18
4,45+0,15

Os dados séo expressos em média = E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pés-teste

de Bonferroni. *P<0,05, comparacao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo

30); #P<0,05, comparacdo com controle externo na mesma faixa de tempo.

Figura 16 — Efeitos promovidos pelo NPCdc na Resisténcia Vascular Renal (RVR) em rim

isolado de rato nas concentracdes de 0,03 ug/mL, 0,1 ug/mL, 0,3 pg/mL ¢ 1 pg/mL. *P<0,05,

comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30);

#P<0,05, comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo.
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Tabela 3 — Fluxo Urinario (FU) em rim isolado de rato na presenca do NPCdc (0,03 pg/mL, 0,1
png/mL, 0,3 pg/mL e 1 ug/mL).

FU (mL.g.min?)

Tempo
30

60

90

120

0,09+0,01 0,09+0,01
0,09+0,01 0,11+0,01
0,10+0,01 0,13+0,01*

Controle 0,03 pg/mL 0,1 pg/mL 0,3 pg/mL

0,08+0,01 0,08+0,01
0,08+0,01 0,08+0,01
0,06+0,01**  0,08+0,01

0,09+0,01 0,16+0,01** 0,06+0,01** 0,08+0,01

1 pg/mL
0,09+0,01
0,08+0,01
0,07+0,01**
0,04+0,005*"

Os dados séo expressos em média = E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pés-teste

de Bonferroni. *P<0,05, comparacao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo

30); #P<0,05, comparacdo com controle externo na mesma faixa de tempo.

Figura 17 — Efeitos promovidos pelo NPCdc no Fluxo Urinario (FU) em rim isolado de rato

nas concentracfes de 0,03 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 pg/mL e 1 pg/mL. *P<0,05, comparagao

entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30); *P<0,05,

comparacgdo com controle externo na mesma faixa de tempo.
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Tabela 4 — Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG) em rim isolado de rato na presenca do NPCdc
(0,03 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 ug/mL e 1 pg/mL).

RFG (mL.gt.min?)

Tempo
30

60

90

120

Controle
0,45+0,01
0,48+0,03
0,48+0,03
0,46+0,03

0,03 pg/mL
0,42+0,05
0,29+0,04**
0,32+0,04"
0,33+0,02**

0,1 pg/mL
0,49+0,09
0,24+0,02**
0,18+0,02**
0,21+0,07**

0,3 pg/mL
0,48+0,05
0,20+0,03**
0,23+0,03**
0,21+0,02**

1 pg/mL
0,47+0,04
0,18+0,02**
0,16+0,02*
0,09+0,01**

Os dados séo expressos em média = E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pés-teste

de Bonferroni. *P<0,05, comparacao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo

30); #P<0,05, comparacdo com controle externo na mesma faixa de tempo.

Figura 18 — Efeitos promovidos pelo NPCdc no Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG) em rim

isolado de rato nas concentracdes de 0,03 ug/mL, 0,1 ug/mL, 0,3 pg/mL ¢ 1 pg/mL. *P<0,05,

comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30);

#P<0,05, comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo.
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Tabela 5 — Clearance Osmolar (COsm) em rim isolado de rato na presenca do NPCdc (0,03
pug/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 pg/mL e 1 pg/mL).

COsm (mL.gt.min™)

Tempo
30

60

90

120

Controle

0,09+0,01
0,09+0,01
0,10+0,01
0,08+0,01

0,03 pg/mL
0,08+0,01
0,10+0,01
0,12+0,01*
0,17+0,02**

0,1 pg/mL
0,08+0,01
0,07+0,01
0,06+0,01*
0,06+0,01*

0,3 pg/mL
0,08+0,01
0,07+0,01
0,08+0,01
0,08+0,01*

1 pg/mL
0,08+0,01
0,06+0,01
0,07+0,004"
0,05+0,003*"

Os dados séo expressos em média = E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pds-teste

de Bonferroni. *P<0,05, comparacao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo

30); #P<0,05, comparacdo com controle externo na mesma faixa de tempo.

Figura 19 — Efeitos promovidos pelo NPCdc sobre o Clearance Osmolar (COsm) em rim

isolado de rato nas concentracdes de 0,03 ug/mL, 0,1 ug/mL, 0,3 pg/mL ¢ 1 pg/mL. *P<0,05,

comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30);

#P<0,05, comparacao com controle externo na mesma faixa de tempo.

0.20;

0.151

o
[
Q

Clearance Osmolar
(mL.gt.mint)

0.051

0.00-

D

Fonte: LAFAVET — UFC.

S

o

Tempo (min.)

B3 Controle
8 0,03 ng/mL
B 0,1 pg/mL
@ 0,3 ng/mL
& 1,9mL



50

Em relacdo ao transporte de eletrélitos, o %TNa*, na comparacéo dos diferentes
tempos com o tempo de controle interno, foi reduzido em todos os tempos das quatro
concentragdes testadas. Ja na comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo,
houve também diminuicdo do %TNa" em todos os tempos de 0,03 pug/mL e 0,3 pg/mL; aos
120min de 0,1 pg/mL e aos 90 ¢ 120min de 1 pg/mL (Tabela 6 ¢ Figura 20).

O %TpNa" também apresentou reducdo em todos os tempos das quatro
concentragdes testadas na comparacao dos diferentes tempos com o tempo de controle interno.
Entretanto, na comparacdo com controle externo na mesma faixa de tempo, ndo houve reducao
do %TpNa* apenas no tempo de 60min de 0,1 pg/mL (Tabela 7 e Figura 21).

O %TK" e % TpK", apresentaram-se reduzidos em todos 0s tempos de 0,03 ug/mL
e 0,3 pg/mL e aos 60min de 1 ug/mL na comparagdo dos diferentes tempos com o tempo de
controle interno (Tabela 8 e 9; Figuras 22 e 23).

O %TCl e 0 %TpCl foram reduzidos em todos os tempos das quatro concentracdes
testadas na comparacéo dos diferentes tempos com o tempo de controle interno e na comparacao
com controle externo na mesma faixa de tempo (Tabelas 10 e 11; Figuras 24 e 25).

O quadro 2 mostra a comparacdo dos resultados obtidos nas diferentes
concentragdes e tempos da perfusdo em rim de rato isolado entre o Peptideo Isolado do Veneno
Total da C. d. cascavella (NPCasca), realizado por Evangelista e colaboradores (2008) e o
Peptideo Sintético do Veneno Total da C. d. cascavella (NPCdc).
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Tabela 6 — Percentual de Transporte Tubular Total de Sédio (%TNa™) em rim isolado de rato na
presenca do NPCdc (0,03 ug/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 pg/mL e 1 pg/mL).

% TNa*

Tempo
30

60

90

120

Controle

76,70+0,54
77,00+0,48
75,82+0,89
77,22+0,70

0,03 pg/mL. 0,1 pg/mL
76,32+3,61 83,05+2,40
53,14+5,56*"  72,36+1,68*
51,0245,18*"  66,84+4,03*
42,2745,75*"  62,76+5,90*%

0,3 pg/mL
72,48+3,73
48,70+4,41**
48,67+4,49**
47,26+4,16**

1 pg/mL
76,89+0,58
64,712, 77*
61,37+2,27**
60,14+2,68**

Os dados séo expressos em média = E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pds-teste

de Bonferroni. *P<0,05, comparacdao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo

30); #P<0,05, comparacdo com controle externo na mesma faixa de tempo.

Figura 20 — Efeitos promovidos pelo NPCdc sobre o Transporte Tubular Total de Sodio

(%TNa*) em rim isolado de rato nas concentragdes de 0,03 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 pg/mL e 1

pug/mL. *P<0,05, comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do

grupo (tempo 30); *P<0,05, comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo.
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Tabela 7 — Percentual de Transporte Tubular Proximal de Sédio (%TpNa®) em rim isolado de

rato na presenca do NPCdc (0,03 ug/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 pg/mL e 1 pg/mL).

% TpNa*
Tempo | Controle 0,03 pg/mL. 0,1 pg/mL 0,3 pg/mL 1 pg/mL
30 82,41+1,07 76,49+3,11 80,40+2,90 72,07+3,66 80,07+0,75
60 80,21+1,08 54,26+4,16** 70,19+1,91*  44,60+4,72*%  65,41+3,10**
90 79,95+1,10 47,84+543*  65,18+4,04*% 4582+4,64** 64,39+2,99*%
120 79,94+1,08 51,59+3,16*% 59 77+6,83** 39,094552*  64,62+2,76*"

Os dados séo expressos em média = E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pds-teste

de Bonferroni. *P<0,05, comparacao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo

30); #P<0,05, comparacdo com controle externo na mesma faixa de tempo.

Figura 21 — Efeitos promovidos pelo NPCdc sobre o Transporte Tubular Proximal de Sodio

(%TpNa®) em rim isolado de rato nas concentragdes de 0,03 pg/mL, 0,1 ug/mL, 0,3 pg/mL ¢ 1

pug/mL. *P<0,05, comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do

grupo (tempo 30); *P<0,05, comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo.
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Tabela 8 — Percentual de Transporte Tubular Total de Potassio (%TK™) em rim isolado de rato
na presenca do NPCdc (0,03 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 pg/mL ¢ 1 pg/mL).

% TK*
Tempo | Controle 0,03 pg/mL. 0,1 pg/mL 0,3 pg/mL 1 pg/mL
30 81,18+1,95 79,23+4,43 83,62+3,70  79,01+3,03 81,20+0,93
60 83,45+1,88 56,22+4,48*% 78,16+3,90 57,47+4,17** 76,17+2,25*
90 82,61+1,44 55,15+3,80** 77,07+3,85 60,85+3,79* 79,49+1,84
120 82,83+1,41 57,09+4,38** 76,59+4,04 55,40+3,57*% 81,37+1,71

Os dados sdo expressos em média = E.P.M. com analise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pds-teste

de Bonferroni. *P<0,05, comparacao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo

30); #P<0,05, comparacdo com controle externo na mesma faixa de tempo.

Figura 22 — Efeitos promovidos pelo NPCdc sobre o Transporte Tubular Total de Potéssio

(%TK") em rim isolado de rato nas concentracdes de 0,03 pug/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 ug/mL e 1

ug/mL. *P<0,05, comparagdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do

grupo (tempo 30); *P<0,05, comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo.
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Tabela 9 — Percentual de Transporte Tubular Proximal de Potassio (% TpK™) em rim isolado de
rato na presenca do NPCdc (0,03 ug/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 pg/mL e 1 pg/mL).

% TpK*
Tempo | Controle 0,03 pg/mL. 0,1 pg/mL 0,3 pg/mL 1 pg/mL
30 75,72+0,86  77,40%4,49 80,97+4,13  78,60+3,12 77,39+1,15
60 73,62+0,88 54,86+3,72** 76,00+4,26 53,38+4,63** 69,86+2,69*
90 74,63+1,20 55,18+3,99** 7541+4,08 58,00+4,13** 7551+2,58
120 76,24+0,95 59,4544 47** 72,92+522 48,77+5,18** 78,85+1,73

Os dados séo expressos em média = E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pds-teste

de Bonferroni. *P<0,05, comparacao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo

30); #P<0,05, comparacdo com controle externo na mesma faixa de tempo.

Figura 23 — Efeitos promovidos pelo NPCdc sobre o Transporte Tubular Proximal de Potassio

(%TpK*) em rim isolado de rato nas concentracoes de 0,03 ug/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 pg/mL ¢ 1

pug/mL. *P<0,05, comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do

grupo (tempo 30); *P<0,05, comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo.
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Tabela 10 — Percentual de Transporte Tubular Total de Cloreto (%TCI") em rim isolado de rato
na presenca do NPCdc (0,03 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 pg/mL ¢ 1 pg/mL).

% TCI
Tempo | Controle 0,03 pg/mL. 0,1 pg/mL 0,3 pg/mL 1 pg/mL
30 80,90+0,60 72,56+4,01 79,86+2,77 73,68+3,72 78,40+0,74
60 82,26+1,41 46,49+5,58**  66,25+1,90*%  46,09+4,53*  61,93+3,23*"
90 78,99+0,91 46,57+5,15** 59,33+4,72*%  47,87+4,62** 57,15+2,48**
120 80,03+1,09 41,74+4,96** 5581+6,35*% 44,38+4,51*% 55 91+2 50**

Os dados séo expressos em média = E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pds-teste

de Bonferroni. *P<0,05, comparacao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo

30); #P<0,05, comparacdo com controle externo na mesma faixa de tempo.

Figura 24 — Efeitos promovidos pelo NPCdc sobre o Transporte Tubular Total de Cloreto

(%TCI") em rim isolado de rato nas concentragdes de 0,03 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 ug/mL e 1

ug/mL. *P<0,05, comparagdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do

grupo (tempo 30); *P<0,05, comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo.
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Tabela 11 — Percentual de Transporte Tubular Proximal de Cloreto (% TpCI’) em rim isolado de
rato na presenca do NPCdc (0,03 ug/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 pg/mL e 1 pg/mL).

% TpCI-
Tempo | Controle 0,03 pg/mL. 0,1 pg/mL 0,3 pg/mL 1 pg/mL
30 78,81+0,72 70,73%4,15 77,21+3,27 73,27+3,78 74,58+0,91
60 80,50+1,67 48,57+3,56*" 64,09+2,12*% 42,00+4,84*" 55,63+3,54*"
90 78,58+0,69 43,42+5,36** 57,67+4,71*% 45,03+4,83* 53,18+3,18*"
120 78,36+1,43 48,15+3,22**  61,50+3,91** 35,8345,67* 53,38+2,65*"

Os dados séo expressos em média = E.P.M. com andlise por teste t de Student ou Two-Way ANOVA e pds-teste

de Bonferroni. *P<0,05, comparacao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo

30); #P<0,05, comparacdo com controle externo na mesma faixa de tempo.

Figura 25 — Efeitos promovidos pelo NPCdc sobre o Transporte Tubular Proximal de Cloreto

(%TpCl) em rim isolado de rato nas concentragdes de 0,03 pg/mL, 0,1 ug/mL, 0,3 pg/mL ¢ 1

pug/mL. *P<0,05, comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do

grupo (tempo 30); *P<0,05, comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo.
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Quadro 2 — Comparacdo qualitativa dos resultados obtidos em sistema de perfuséo de rim isolado de rato entre o Peptideo Isolado do VVeneno
Total da C. d. cascavella (NPCasca), realizado por Evangelista e colaboradores (2008), e o Peptideo Sintético do Veneno Total da C. d. cascavella
(NPCdc) nos diferentes parametros renais e concentracdes. As diferengas nos parametros em cada intervalo de tempo (compilados em blocos de 30min
(30, 60, 90 e 120)) foram avaliadas através de teste t de Student ou Two-Way ANOVA seguida de pés-teste de Bonferroni, sempre considerando P<0,05

e comparando os demais intervalos ao controle interno (intervalo de 30min).

%TpNa*
NPCdc o 160,90, o 160,90, 160,90, 160,90, 160,90, 160,90, 160,90, 60,90,
0,03 ug/mL | 120 19 120 120 120 120 120 120 120
NPCdc 00 120 L60.90. 160,90, | 60,90, 160,90, | 60,90,
0,1 ug/mL 1 90, 120 120 120 120 120
NPCasca 160,90, 160,90, 160,90, | 60,90,
0,1 pg/mL 120 120 1901200 190,120 0, 120
NPCdc 160,90, 160,90, 160,90, 160,90, 160,90, 160,90, | 60,90,
0,3 ug/mL 120 120 120 120 120 120 120
NPCasca 160,90, 160,90, 160,90, 160,90,
03ug/mL) 120 120 120 120 L 120 L 120
NPCdc | 60, 90, 160,90, 160,90, | 60,90, 160,90, | 60,90,
1 pg/mL 120 190,120 759 120 120 L 60 L 60 120 120

57
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5.3 Anélise Histoldgica dos Rins Perfundidos com NPCdc

Nos rins do grupo controle externo (rins direitos perfundidos apenas com solucao
Krebs-Henseleit) e rins esquerdos dos grupos teste (ndo perfundidos) ndo foram observadas
alteracOes de arquitetura e nenhum dos 6rgaos exibiu qualquer outra alteracdo digna de nota
(Figura 26).

J& nos rins dos grupos experimentais (direitos), pode-se destacar a degeneracéo
hidrépica concentracdo-dependente, encontrada em praticamente todos os grupos, mas com
maior intensidade nos animais do grupo perfundido com 1 pg/mL (maior concentragdo) de
NPCdc. Esta alteracdo citotoxica ndo gerou nenhuma mudanca estrutural (arquitetural) em
nenhum dos 0rgéos examinados.

Observou-se também, apenas no grupo de menor concentragdo (0,03 pg/mL),
discreta e moderada deposicdo proteacea a nivel glomerular e tubular (Figura 27). Néo

houveram outras alterac6es dignas de nota nesse grupo.
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Figura 26: Fotomicrografias de rim direito perfundido (RD) com solucdo Krebs-Henseleit
(controle externo) e rins esquerdos ndo-perfundidos (RE) das concentragOes testadas (0,03
pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,3 pg/mL e 1 pg/mL) em aumentos de 200x e 400x. Coloragdo por
Hematoxilina-Eosina. Microscopio Optico Trinocular Motic®, Software Moticam®.

RD Controle Externo (Cdrtex - 400x) RD Controle Externo (Medula - 400x)

RE 0,3 pg/mL (Medula - 200x) RE 1 pug/mL (Medula - 200x)

Fonte: HISTOVESP — UECE.



60

Figura 27: Fotomicrografias de rins direitos perfundidos (RD) por NPCdc (0,03 pg/mL, 0,1
pug/mL, 0,3 pg/mL e 1 ug/mL) em aumentos de 200x e 400x, evidenciando alteragdes renais.
Discreta e moderada deposicdo de material protedceo na concentracdo de 0,03 pg/mL (setas
brancas). Degeneracdo hidrépica em todas as concentracdes testadas (setas pretas). Coloragdo
por Hematoxilina-Eosina. Microscopio Optico Trinocular Motic®, Software Moticam®.

RD 0,3 pg/mL (Cortex - 400x)

Fonte: HISTOVESP — UECE.
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5.4 Efeitos do NPCdc na Viabilidade Celular

O potencial citotoxico do NPCdc avaliado apds 24h de exposicdo a diferentes
concentragoes (3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/mL). No ensaio com o MTT sobre células
MDCK e LLC-MK: foi possivel observar que o NPCdc ndo foi capaz de reduzir
significativamente a viabilidade destas linhagens celulares em nenhuma das concentracfes

testadas quando comparadas ao controle (figura 28).

Figura 28: Efeito do NPCdc em diferentes concentracdes sobre as células MDCK (cima) e
LLC-MK; (baixo). Representagdo da percentagem de viabilidade celular em relacdo ao
controle, cuja absorbéncia foi considerada 100%. Dados avaliados por One-Way ANOVA e

poOs-teste de Dunnet, e expressos por média £ E.P.M, P<0,05*.
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6 DISCUSSAO

O isolamento de NPs a partir da fonte nativa € um trabalho intensivo e oneroso,
uma vez que sua forma madura esta presente somente em pequenas quantidades nos tecidos e
no plasma. Nas fases iniciais de pesquisa dos NPs, por exemplo, o rendimento de isolamento
do BNP porcino era estimado em 1,5 mg a partir de 18,6 kg de tecido cerebral (SUDOH et al.,
1988). Ou seja, para producdo de quantidades significativas destes NPs e o desempenho de
testes funcionais e producdo comercial, requer-se a utilizagdo de outras estratégias, como a
sintese de peptideos.

No presente trabalho, foi realizada a sintese quimica do NPCdc, o método mais
comum dos dois métodos principais aplicados com sucesso na sintese de NPs (NILSSON;
SOELLNER; RAINES, 2005; ST PIERRE et al., 2006). O outro método sendo a expressdo do
gene heterdlogo em sistemas procariotos ou eucariotos (DEMAIN; VAISHNAYV, 2009).

Durante a sintese, a pureza de 95,62%, o NPCdc apresentou massa molecular
experimental de 3.451,96 Da, igual a massa molecular tedrica de 3.453,94 Da do peptideo
isolado por Evangelista e colaboradores em 2008 (NPCasca). A diferenca de duas unidades de
massa se deveu aos dois atomos de hidrogénio da ponte dissulfeto-cisteina ndo representadas
na massa experimental do mesmo.

A sequéncia “VSTSRGSQGCFGLKLDRIGAASGLGCWRRIVDS” se manteve
conservada, com 33 residuos de aminoé&cidos e ponte dissulfeto-cisteina entre os residuos 10 e
26. Os NPs com caudas N- e C-terminais estendidas tém maior resisténcia a hidrélise por NEP
(CHEN; LAINCHBURY; BURNETT JR, 2002). Essa caracteristica, possuida por muitos NPs
reptilianos, indica um fator que deve ser levada em consideracdo na projecdo de farmacos
baseados em NPs para melhorar a estabilidade da molécula peptidica (VAN KIMMENADE;
JANUZZI, 2009).

A cauda N-terminal do NPCdc (“VSTSRGSQG-") possui maior nimero de
residuos que a do ANP e CNP humanos (“SLRRSS-” ¢ “GLSKG-", respectivamente) e do DNP
(“EVKYDP-"), mas um menor niimero que a do BNP (“SPKMVQGSG-"). Da mesma forma,
sua cauda C-terminal “~-WRRIVDS”, tem maior nimero de residuos que as caudas do ANP,
BNP (“-NSFRY” e “-KVLRRH”, respectivamente) ¢ CNP humanos (que ndo apresenta
residuos nesta regido). Entretanto, sua cauda C-terminal é bem menor que a do DNP (-
PSLRDPRPNAPSTSA”) (KOH; KINI, 2012).

Phe8 e Argl4 e a sequéncia C-terminal do ANP humano (OGAWA et al., 2004) e
Phe7, Argl3 e Metl7 do CNP humano (HE et al., 2001), principalmente, sdo conservadas ao
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longo de todos os membros da familia NP, com a excecdo de alguns NPs reptilianos. Estes
residuos, juntamente com a estrutura central em anel, sdo criticos para a ligagdo ao receptor,
sendo essenciais para os efeitos natriuréticos e diuréticos desejados, evidente pela interacao
com NPR-A, juntamente com a depuracdo mediada por NPR-C (MISONO et al., 1984; VINK
et al., 2012).

O NPCdc também apresenta estes residuos na regido do anel dissulfeto
conservados, sendo representados por Phell e Argl7. Isto possivelmente corrobora para o seu
efeito diurético e natriurético via NPR-A, apresentado nos ensaios ex vivo do presente estudo;
e/ou sua capacidade de perda de efeito, mediada pela depuracdo via NPR-C.

Apesar da conformagdo molecular levar a acreditar numa possivel acdo mediada
por NPRs, Evangelista (2008), entretanto, sugere que possivelmente ndo ha envolvimento
destes no mecanismo de acdo do NPCasca. Isso se da devido aos resultados encontrados nos
experimentos de reatividade vascular com anéis de aorta isolados na presenca ou auséncia de
endotélio intacto pré-contraidos com fenilefrina. O NPCasca foi capaz de realizar um efeito
relaxante vascular significativo com o endotélio intacto e na presenca de Isatin, um antagonista
ndo-peptidico enddgeno da GC particulada (NPRs) e sua isoforma soltivel (MEDVEDEV et al.,
2002; 2005).

Neste estudo, também é sugerida uma acéo possivelmente mediada por canais para
potassio, pois utilizando uma solucdo isosmética de potassio-Krebs-Henseleit (K* 80mM) pré-
contraida com fenilefrina e na auséncia de endotélio, evidenciou-se aumento da contratilidade
da musculatura vascular. Estudos de quase vinte anos ja demonstravam que NPs aumentam a
condutancia de ions potassio em celulas mesangiais de ratos (CERMAK et al., 1996).

Um estudo mais recente, utilizando preparacdes com artérias aorta e renal,
demonstrou a primeira evidéncia de que o recrutamento de canais Kv7, através da via GMPc, é
um componente-chave nas vasodilatacdes dependentes dos NPs (STOTT et al., 2014). Com
isso, para o NPCdc também é proposto um comportamento de forma similar a molécula
original, visto que este é uma cdpia exata do NPCasca. Explicando, em parte, os resultados
encontrados e discutidos a seguir.

Os estudos in vivo sdo importantes para compreensdo das alteracdes das funcdes
renais ap0s a administracdo de uma substancia-teste. Todavia, certos mecanismos nao
conseguem ser elucidados adequadamente devido a grande complexidade de mediadores e
orgaos envolvidos em uma resposta fisioldgica. Além disso, no caso do rim, evidéncias diretas

de nefrotoxicidade através de estudos clinicos e histopatoldgicos ndo sdo conclusivas.
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Evidéncias convincentes sao melhores produzidas por estudos com perfuséo isolada e cultura
de células (SITPRIJA; SITPRIJA, 2012).

Faz-se necessario, portanto, estudos de 6rgao isolado com o objetivo de entender as
alteracdes fisiologicas promovidas no 6rgdo-alvo do estudo. Neste, se fez uso de rim isolado de
rato para a elucidacdo das alteracdes renais promovidas pelo NPCdc, pois este modelo é ideal
para compreensdo da fisiologia renal de forma isolada.

Mesmo sendo um estudo ex vivo, o rim é 6rgao que ainda mantém diversas das suas
propriedades, como a autorregulacdo renal. Nesta um aumento da pressdo de perfusdo €
acompanhado por um equivalente aumento da resisténcia vascular, tornando-se inalterado o
fluxo sanguineo renal total (RIELLA, 2010).

Esse € um fendmeno intrinseco que ocorre dentro do rim e que s6 ndo esta presente
quando existem grandes alteracdes da pressao de perfuséo arterial (variacbes da pressdo arterial
entre 80 e 180 mmHg). Esta presente mesmo apds denervagdo renal, em rim isolado e
perfundido in vitro e apos retirada da medula adrenal (que previne a producdo de catecolaminas)
(RIELLA, 2010). Além disso, a participacdo de substancias vasoativas, como a Histamina e o
Fator de Agregacdo Plaguetaria, ainda podem ser liberadas no rim isolado (PIROTZKY et al.,
1984).

Neste modelo experimental, a andlise urinaria, do perfusato e o exame
histopatologico sdo Uteis para estabelecer um perfil razoavel dos efeitos funcionais e
morfologicos de uma substancia sobre o rim. Com as informac6es obtidas dessas analises, pode-
se estabelecer a identificacdo do local, da natureza e da extensao das possiveis lesdes.

Pode-se comprovar, neste trabalho, que a preparacdo de rim isolado de rato é um
modelo experimental bastante estavel e consolidado, como relatado por Santos-Neto (2006).
No grupo controle, durante todo o tempo experimental (120min), ndo houve significancia
estatistica entre quaisquer dos tempos para o0s todos os parametros de funcdo renal avaliados,
apresentando-se estaveis e desprovidos de alteracdes do tipo tempo-efeito.

O trabalho de Evangelista e colaboradores, realizado em 2008 com o Peptideo
Natriurético Isolado do Veneno da C. d. cascavella (NPCasca) demonstrou, no mesmo sistema
de perfusdo, os efeitos renais de duas concentracdes, 0,1 e 0,3 pug/mL, desta molécula. O
NPCasca promoveu aumento significativo na PP e RVR em todos os tempos de 0,1 e 0,3 pug/mL.
O FU e o RFG aumentaram significativamente em todos os tempos de 0,3 pug/mL e aos 90 e
120min da concentracdo de 0,1 pg/mL. Houve reducdo no %TNa* e %pTNa* aos 60, 90 e
120min em 0,1 pg/mL; e apenas aos 120min de 0,3 pg/mL. O %TK" e 0 %TCI, juntamente

com seus transportes proximais (% TpK™* e %TpClI), ndo apresentaram alteracGes significativas.
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Ao realizarmos a perfusdo isolada de rim rato com 0 mesmo peptideo, mas desta
vez, sintético (NPCdc), ampliamos o estudo destes efeitos para uma concentracao abaixo (0,03
pg/mL) e uma acima (1 pg/mL), seguindo progressao em escala logaritmica.

Com o NPCdc, a PP e a RVR apresentaram aumento em 0,03 pg/mL, com redugéo
da PP em 1 pg/mL. O FU aumentou em 0,03 pg/mL e diminuiu em 0,1 pg/mL e 1 pg/mL. O
RFG se encontrou reduzido nas quatro concentragoes testadas. O COsm foi aumentado em 0,03
ug/mL e reduzido em 0,1 pg/mL e 1 pg/mL. Houve redugdo no %TNa* e %TpNa®, juntamente
com %TCl e %TpCl, nas quatro concentragdes testadas; e apenas em 0,03 pg/mL e 0,3 ug/mL
no %TK" e %TpK".

Em primeiro momento, logo é notada a disparidade entre os resultados encontrados
neste trabalho com o NPCdc e os resultados de Evangelista (2008) com o NPCasca; quando se
leva em consideracdo as duas concentracfes (0,1 pug/mL e 0,3 pg/mL) testadas e avaliadas de
igual forma no mesmo sistema de perfusdo de rim isolado.

Esperava-se que o NPCdc, nas mesmas concentragdes, conseguisse reproduzir as
acOes da molécula original: aumentando o FU, o0 RFG e a excrecdo de sodio urinaria, similar
aos efeitos provocados pela maioria dos NPs (VAN KIMMENADE; JANUZZI, 2009).
Entretanto, estas mesmas concentraces foram incapazes de provocar alteracfes na RVR, e
contrariamente promoveram reducdo do RFG, levando também a redu¢édo do FU em 0,1 pg/mL.
Os transportes, apesar disto, encontraram-se diminuidos. Estimou-se, entdo, que algum
mecanismo intrinseco renal estivesse realizando esta resposta compensatoria.

Fisiologicamente, seguindo o conceito de autorregulacdo renal previamente
descrito, a pressdo arterial renal pode variar no intuito de manter o fluxo sanguineo renal
constante. O FU e 0 RFG estdo relacionados a PP renal, provavelmente, pela ativacdo de
receptores adrenérgicos presentes nas arteriolas renais e em outros leitos vasculares (RIELLA,
2010).

Evangelista (2008), porém, atribui 0 aumento na PP durante a perfusdo em rim
isolado com o NPCasca a um mecanismo diferente de uma ac¢do vasoconstritora direta, pois
veneno total da C. d. cascavella ndo apresentou efeitos no leito vascular arteriolar mesenteérico.
Este mecanismo diferenciado pode também servir de base para explicar o aumento na PP e,
consequentemente, no FU em 0,03 pg/mL.

Alem disso, sabe-se que muitos venenos ofidicos e suas fragdes promovem reducédo
do RFG quando ocorre aumento na RVR (SITPRIJA; SITPRIJA, 2012). Desse modo, a
existéncia de uma resposta vasoconstritora indireta induzida pelo NPCdc confirma uma

possivel explicagdo para estes efeitos, pois o aumento da PP e RVR em 0,03 pg/mL
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provavelmente estiveram envolvidos diretamente a redugdo do RFG, através de um decréscimo
nas forcas de favorecimento a ultrafiltragdo.

O RFG é considerado um dos pardmetros mais importantes para a avaliacdo
funcional renal (WANG, 2004). E determinado pelo clearance de um marcador glomerular que
deve ser livremente filtrado através dos capilares glomerulares, ndo ser reabsorvido ou
secretado pelos tabulos renais e, quando em infusdo, ndo provoque alteracdes (KOEPPEN;
STANTON, 2009).

O marcador glomerular padréo-ouro é a inulina, um polimero de frutose com peso
molecular de aproximadamente 5.200 Da que néo se liga as proteinas plasmaticas e € livremente
filtrada através da parede do capilar glomerular passando completamente inerte pelos tabulos
renais. Assim, a quantidade de inulina filtrada é exatamente igual a quantidade excretada na
urina (KIRSZTAJN, 2007).

A perdas significativas de eletrolitos causadas pelo NPCdc podem explicar, em
parte, a reducdo do RFG atraves da ativacdo do sistema de feedback tabulo-glomerular, com
intuito de alcancar a autorregulacdo renal; uma vez que 0s mecanismos vasculares para a queda
deste parametro normalmente estdo relacionados a este feedback. Esse mecanismo de defesa é
ativado em situacdes nas quais a concentracéo de eletrélitos € muito elevada nas porcoes finais
dos tubulos distais, mais especificamente na macula densa (KOEPPEN; STANTON, 2009;
OLDROYD et al., 2000).

Esta estrutura determina a concentracdo de eletrdlitos do filtrado que deixa a alca
de Henle, enviando um sinal quimico a arteriola aferente. Isto leva a vasoconstricao de inicio
rapido, reducdo da pressao hidrostatica e do fluxo sanguineo predominantemente do cortex
externo e consequente reducdo persistente no RFG e na perda de sodio e agua pelos rins
(MUNGER et al., 2012). Esse mecanismo também pode ser realizado, em menor extenséo, pela
inducdo de vasodilatacdo da arteriola eferente. Isto aumenta a saida de sangue do glomérulo,
levando a queda na resisténcia dos capilares glomerulares e, consequentemente, diminuicdo do
filtrado glomerular (OLDROYD et al., 2000; RIELLA, 2010).

Ambos 0s mecanismos propostos para a reducdo do RFG, entretanto, mostram-se
contrarios aos esperados por NPs, como o ANP e a URO, que aumentam o RFG por inducéo
da vasodilatacdo pré-glomerular (em arteriolas aferentes, interlobulares e arqueadas) mesmo
quando receptores de ANG 11 estdo bloqueados e a PP renal esta controlada; juntamente com
vasoconstriccdo em arteriolas eferentes (ENDLICH; STEINHAUSEN, 1997; MUNGER et al.,
2012).
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Outro mecanismo renal que pode estar envolvido com a queda do RFG, também
contrério ao esperado, é mediado pelas endotelinas. Estas sdo secretadas no compartimento
basolateral do endotélio pelas células mesangiais e tubulares renais, se comportando também
como mediador de liberacdo de outros hormdnios (BRAGA, 2006). Sua agdo ocasiona uma
vasoconstricdo das arteriolas aferentes e eferentes aumentando a resisténcia vascular renal e
provocando, consequentemente, queda no RFG (ZANATTA et al., 2008).

Os NPs infraregulam canais de sodio nos ductos coletores da medula renal e, no
processo, suprimem o SRAA, o fluxo simpatico e a liberacdo de catecolaminas (VAN
KIMMENADE; JANUZZI, 2009). Este recurso desempenha papel central no controle da
excregdo renal sodio e volume de liquido, bem como do tdnus vascular (WEIR; DZAU, 2007).
Essa acao de inibicdo no transporte de sodio se da através da geracdo de GMPc, podendo levar
a hiponatremia com hipernatridria (SITPRIJA; SITPRIJA, 2012).

O NPCasca apresentou reducdo apenas no %TNa* e %TpNa*, sugerindo que este
altera os parametros de transporte de sodio, sem interferir na fisiologia renal dos transportes de
potassio e cloreto (EVANGELISTA et al., 2008). Diferentemente, o NPCdc provocou reducéo
em todos os transportes.

Para isso, foi observado conjuntamente os resultados obtidos no clearance osmolar,
que € o volume de urina necessario para excretar todos os solutos urinarios numa proporcao
isosmatica (RIELLA, 2010). Este resultado confirma a especulacdo de que a lesdo a nivel
tubular tenha sido responsavel pelos efeitos renais. Esse aumento na menor concentracao
testada pode ser devido a disfuncdo tubular promovida pela perda de viabilidade das células
tubulares, ndo permitindo a reabsorcéo dos eletrolitos sodio, potassio e cloreto.

O comportamento de outros NPs especificamente na funcdo renal pode variar de
acordo com os diversos parametros renais avaliados. O proprio ANP, juntamente com seu
analogo renal URO, no mesmo sistema de perfusdo isolado mostraram aumento do FU e RFG,
mas sem efeito na PP; juntamente com excrecdo urinaria significativa de sodio, potassio e
cloreto (KIRCHOFF et al., 1994). A UGN também produz diurese, natriurese, caliurese e
clorurese de maneira dose-dependente na perfusdo de rim isolado (SANTOS-NETO et al.,
2006).

O ANP sintético modifica a funcdo renal de ratos anestesiados. Embora a resisténcia
periférica total se mantenha estavel durante sua infusdo, a RVR diminui consistentemente,
mesmo quando a PP é mantida a um nivel constante, denotando, assim, um efeito vasodilatador

renal preferencial in vivo (DUNN et al., 1986).
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A Anaritida, uma versdo de 25 residuos do ANP humano que ndo possui 0s trés
primeiros residuos, causa natriurese e diurese, diminuicdo da pressdo arterial sistémica e
pressao capilar pulmonar em individuos saudaveis. Entretanto, provoca efeitos natriuréticos e
diuréticos discretos (FIFER et al., 1990), ou mesmo ndo provoca efeitos significativos, quando
administrado a pacientes com ICC (CODY et al., 1986).

A Carperitida, a forma integral do ANP humano, possui efeitos semelhantes
(SAITO et al., 1987). Apesar de ter sido aprovado para o tratamento de ICC descompensada no
Japdo, em 1995, provocava hipotenséo grave e perturbagdes da funcédo renal, limitando seu uso
como uma terapia para pacientes nefropatas e cardiopatas (SUWA et al., 2005).

Ao contrério do ANP, a infusdo de Nesiritida, a forma recombinante do BNP
humano, resulta em natriurese e diurese, tanto em voluntarios saudaveis quanto em pacientes
com ICC (YOSHIMURA et al., 1991). Apesar de aprovada nos Estados Unidos em 2001,
relatos mostraram piora da funcdo renal e morte dos pacientes comparados a terapia controle.
Entretanto, um estudo clinico posterior demonstrou que ndo possuia quaisquer impactos na taxa
de mortalidade, muito menos na piora da funcéo renal (VOLPE, 2014).

O DNP sintético, por infusdo intravenosa de 10 e 50 ng/kg, resulta em natriurese e
diurese em cédes normais. Estas sdo associadas com a ativacdo do sistema GMPc e localizadas
no néfron terminal, independentes de mudancas no fluxo sanguineo renal, RFG ou
concentracdes plasmaticas de ANP, BNP, ou CNP (LISY et al., 1999).

O NP quimérico CD-NP, a Cenderitida, em estudos com modelos de insuficiéncia
cardiaca experimental em cées, mostrou que sua infusdo produz diurese e natriurese (LISY et
al., 2008; VOLPE, 2014), enquanto aumenta a descarga cardiaca, o fluxo sanguineo renal e o
RFG (LISY; CHEN; BURNETT JR, 2009). Outro NP quimérico, CU-NP, uma forma
alternativa do CD-NP construida usando o nucleo do CNP e caudas da URO induz natriurese,
aumentando o RFG e suprimindo o SRAA. Ensaios preliminares in vivo usando modelos
caninos sugerem efeitos renais e cardiacos benéficos deste (LEE; BURNETT JR, 2007).

O PNP (Pseudocerastes persicus Natriuretic Peptide), um peptideo de 37 residuos
isolado do veneno da vibora iraniana também apresentou sequéncia de aminoacidos e os efeitos
fisiologicos renais (aumento do FU e excrecdo de sddio) consistentes com a familia dos NPs.
Além disso, células PC12 tratadas com PNP induziram uma resposta de GMPc similar as
tratadas com ANP, sugerindo que o PNP age via o receptor NPR-A (AMININASAB et al.,
2004).

O TsNP (Tityus serrulatus Natriuretic Peptide), isolado do veneno do escorpido

amarelo, testados por Alves e colaboradores (2013) no sistema de perfusdo de rim isolado de
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rato também foram similares aqueles reportados com o NPCasca no trabalho de Evangelista e
colaboradores (2008). Além disso, a excre¢do urinaria de sodio, potassio e cloreto
apresentaram-se aumentadas no tratamento com o TsNP, de forma similar ao ANP e a URO
(SANTOS-NETO et al., 2006).

Mediante os resultados provenientes de outros trabalhos, podemos comprovar que
as acoes renais do NPCdc, frente as de outros NPs, se comportam de forma similar em alguns
casos, principalmente em relacdo a sua atividade diurética (em 0,03 pg/mL) e natriurética e
clorurética (em todas as concentracdes testadas). Contudo, esta mesma atividade é contraditoria
em outros, principalmente no que diz respeito a reducéo persistente do RFG em todos os tempos
das concentraces testadas.

As alteragcdes na reducdo desta varidvel, acompanhadas da perda da funcdo de
transporte tubular de sédio, potassio e cloreto em todas as concentracoes estudadas, sugere que
0 NPCdc exerca efeitos potentes sobre os tubulos renais. Sabe-se que o declinio agudo do RFG,
juntamente com a disfuncdo tubular, séo as caracteristicas principais de danos renais, sendo um
importante prognostico na insuficiéncia renal aguda (IRA) (DAGHER et al., 2003).

Esta nefrotoxicidade se torna ainda mais evidente na maior concentracéo estudada
(1 pg/mL). Além de possuir diminui¢do significativa do RFG e transportes, possui
caracteristicas funcionais indicativas de IRA, como a oliguria ou andria; neste caso representada
pela diminuicédo significativa do FU em quase todos os tempos avaliados. Ainda é importante
ressaltar que esta é uma complicacdo grave e potencialmente recuperavel marcante do
envenenamento crotalico e botropico (AMARAL et al., 1986).

Assim, todas estas observacdes terminaram por demonstrar uma injuria a nivel
tubular comprovada no exame histopatolégico. Estes danos diretos nos tabulos renais podem
ser, dependendo de sua intensidade, irreversiveis (VIKRANT et al., 2005). Alteragdes como
presenca de células edemaciadas, vacuolos, cilindros hialinos e massas proteaceas amorfas no
limen dos tabulos sdo sinais comuns de injdria e disfuncdo renais, particularmente de necrose
tubular aguda (CRUZ-HOFLING et al., 2001).

A degeneracdo hidrdpica encontrada presente nos tubulos renais em praticamente
todos os rins dos grupos estudados, e com maior intensidade nos animais do grupo perfundido
com 1 upg/mL (maior concentracdo) de NPCdc, representa, entdo, uma alteracdo de
citotoxicidade concentracdo-dependente e real; uma vez que tal alteracdo ndo foi detectada no
grupo controle, como ja descrito anteriormente.

Esta alteracdo enfatiza a injuria renal causada pelo NPCdc ja que a retencdo de

eletrolitos no citoplasma celular € a causa deste tipo de degeneracgdo. Esta diminui a reabsorcéo
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tubular, promovendo maior retencdo de solutos nos tabulos renais, causando aumento do
volume urinério devido a maior concentracdo de solutos na urina (KUMAR et al., 2013). Isto
pode explicar o aumento da excre¢do e reducgdo do transporte dos ions sodio, potassio e cloreto
em todas as concentracfes, assim como 0 aumento do clearance osmolar na concentragéo de
0,03 pg/mL.

Outro motivo para a diminuicdo no RFG, observada nos rins perfundidos com
NPCdc na concentracdo de 0,03 pg/mL, é a discreta a moderada deposicdo de material
protedceo nos tlbulos. O aumento na PP nesta concentracdo pode explicar o extravasamento de
proteina para o espago urinario observado apenas nos rins deste grupo.

Esses resultados também corroboram com os achados de Alves e colaboradores
(2005), que, ao trabalhar com o veneno do escorpido Tityus serrulatus, observaram que rins que
apresentavam picos pressoricos na perfusdo de rim isolado, também apresentavam deposito
proteaceo nas estruturas renais, achados similares aos encontrados na concentracdo de 0,03
ug/mL do presente trabalho.

Evangelista (2008) também relata que esse achado histologico foi presente em 25%
dos rins perfundidos pelo NPCasca. Isto leva a crer que estes peptideos induziram aumento na
pressdo hidrostatica levando, potencialmente, a um extravasamento de perfusato para o
parénquima. Isto poderia explicar a diminuicdo permanente do RFG e FU, principalmente na
maior concentracdo do NPCdc (1 ug/mL).

Segundo Braga e colaboradores, 2007, estes fendmenos degenerativos reversiveis,
representados pelo discreto depdsito de material proteaceo no glomérulo renal e tdbulos
contorcidos proximais e distais, sdo achados comuns na maioria dos estudos de perfuséo renal
com venenos e fragdes de venenos; porém este achado ndo se repete em todos os rins, fato este
também observado esporadicamente em alguns controles.

Mesmo assim, de forma similar ao NPCasca, estes resultados diferem dos
encontrados apos infusdo com o veneno total da C. d. cascavella, no qual as alteracGes
histoldgicas renais mostraram-se mais intensas, irreversiveis e presentes na maioria dos rins
perfundidos (MARTINS et al., 2002).

Os ensaios com culturas celulares podem promover um maior entendimento da
toxicidade de diferentes compostos (OLIVEIRA, et al., 2002). Em relacdo a pesquisa com
venenos e fragdes de venenos ofidicos, particularmente nos estudos de nefrotoxicidade, estes
ensaios permitem que seja avaliado um possivel efeito toxico direto em um curto periodo de
tempo (GIRON et al., 2005). Desse modo, devido aos achados histopatoldgicos, tornou-se

interessante investigar o potencial citotoxico do NPCdc sobre as células tubulares renais.
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As linhagens celulares utilizadas na cultura foram células epiteliais tubulares renais
MDCK e LLC-MKz. Ambas constituem linhagens bem estabelecidas, em termos de
propriedades morfoldgicas e funcionais correspondendo — respectivamente — as células
epiteliais do tdbulo coletor (e/ou distal) e proximal de mamiferos. Dessa forma constituem um
excelente modelo para avaliacdo de citotoxicidade in vitro (COLLARES-BUZATO; DE
PAULA LE SUEUR; CRUZ-HOFLING, 2002; PEIXOTO, 2003).

No presente trabalho, 0 NPCdc ndo causou nenhuma redugéo na viabilidade das
células MDCK e LLC-MK: nas concentraces estudadas quando avaliadas pelo método do
MTT, indicando a auséncia de efeito citotdxico direto dessa molécula sobre essas linhagens
celulares tubulares renais. E comum algumas toxinas e fracbes isoladas de venenos nio
apresentarem alteracfes na viabilidade celular, sugerindo que as diferentes toxinas presentes
nos venenos totais podem agir individualmente ou por sinergismo no aparecimento de lesdes
renais (GIRON et al., 2005).

Dessa forma, a degeneracdo hidropica concentragdo-dependente apresentada
apenas nos rins perfundidos leva a crer que a toxicidade causada pelo NPCdc tenha dependéncia
do funcionamento integral do 6rgéo, por algum mecanismo urodinamico ainda ndo elucidado.
O efeito nefrotdxico pode ter sido indireto também, a partir da acdo do peptideo sobre células
endoteliais e mesangiais presentes no orgao integro, induzindo a liberagcdo de mediadores com
potencial atividade citotoxica e a degeneracdo das células tubulares (PINTO, 1998).

Uma das possibilidades para continuidade do estudo e diminui¢do da potencial
nefrotoxicidade apresentada pelo NPCdc é a producéo de um peptideo quimérico, uma vez que
estes representam uma escolha atrativa para o desenvolvimento moderno de farmacos. A
exemplo do CD-NP e CU-NP, produzidos para evitar os efeitos hipotensores do ANP e BNP,
mantendo preservados seus efeitos natriuréticos e diuréticos (DICKEY; BURNETT JR;
POTTER, 2008; LISY et al., 2008; VOLPE, 2014).

Este trabalho apresentou os primeiros resultados de um peptideo natriurético
sintético isolado do veneno da C. d. cascavella na funcdo renal. Apesar de manter uma
homologia estrutural com o peptideo original, isolado do veneno ofidico em questdo, os dados
encontrados diferem dos resultados previamente relatados, indicando uma provavel
potencializacdo do efeito da toxicidade do mesmo.

Mesmo com a grande gama de informacgdes acumulada nas duas Ultimas décadas
de estudo dos NPs e seus sistemas de receptores em diversas respostas celulares e fisioldgicas,

h& muito a ser desvendado sobre estas moléculas (PANDEY, 2005). Da mesma forma, com o
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NPCdc, ainda existem muitos obstaculos a superar, como a elucidacdo desta potencial
toxicidade renal e os mecanismos de depuracdo mediados por NPR-C.

Diante disto, torna-se importante a continuidade de ensaios experimentais com a
molécula agindo por outras frentes metodolégicas complementares, como teécnicas de
hemodindmica e microperfusdo renal, imunohistoquimica e biologia molecular. Assim, 0s
estudos com o NPCdc tem de ser continuados a fim de se verificar e esclarecer a participacao

dos diversos mecanismos fisiol6gicos nas respostas induzidas pelo mesmo.
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7 CONCLUSOES

Na Perfusdo em Rim Isolado de rato:

o Na concentragcdo de 0,03 pg/mL, o NPCdc alterou os parametros vasculares
renais com aumento da PP, RVR, FU e Cosm. Esta concentracdo, apesar de
diminuir o RFG, mostrou mais similaridade aos resultados obtidos nos estudos
com o NPCasca.

o Os resultados nas concentragbes de 0,1 pg/mL e 0,3 pg/mL, testadas no
peptideo isolado, ndo foram equivalentes aos esperados. Nestas houve sinais de
nefrotoxicidade evidenciados pelo RFG e transportes persistentemente

diminuidos.

o A concentracdo de 1 pg/mL apresentou os maiores sinais de nefrotoxicidade,

com reducdo severa em todos 0s parametros renais avaliados.

o O NPCdc em todas as concentragdes testadas reduziu os Percentuais de

Transportes Tubulares Totais e Proximais de Sodio e Cloreto.

A analise histopatologica dos rins perfundidos com as diferentes concentracdes de
NPCdc revelou: degeneracdo hidropica concentracdo-dependente e alteracdes a nivel

tubular (esta, apenas na menor concentracdo testada).

O NPCdc ndo foi capaz de diminuir a viabilidade celular em células MDCK e LLC-
MKz, nas condigdes de estudo, evidenciando para um possivel efeito citotoxico indireto

e/ou dependente do funcionamento integral do 6rgao.
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