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“Nao esperar”

E assim, depois de muito esperar, num dia como outro qualquer, decidi triunfar...
Decidi ndo esperar as oportunidades e sim, eu mesmo busca-las.
Decidi ver cada problema como uma oportunidade de encontrar uma solucéo.
Decidi ver cada deserto como uma possibilidade de encontrar um oasis.
Decidi ver cada noite como um mistério a resolver.
Decidi ver cada dia como uma nova oportunidade de ser feliz.
Naquele dia descobri que meu Unico rival ndo era mais que minhas proprias limitacoes e
que enfrenté-las era a Unica e melhor forma de as superar.

Naquele dia, descobri que eu nédo era 0 melhor e que talvez eu nunca tenha sido.
Deixei de me importar com quem ganha ou perde, agora, importa-me simplesmente
saber melhor o que fazer.

Aprendi que o dificil ndo é chegar 14 em cima, e sim deixar de subir.
Aprendi que o melhor triunfo que posso ter, é ter o direito de chamar a alguém de
‘Amigo’.

Descobri que o amor é mais que um simples estado de enamoramento, ‘0 amor é uma
filosofia de vida’.

Naquele dia, deixei de ser um reflexo dos meus escassos triunfos passados e passei a ser a
minha propria ténue luz deste presente.

Aprendi que de nada serve ser luz se ndo vai iluminar o caminho dos demais.
Naquele dia, decidi trocar tantas coisas...

Naquele dia, aprendi que os sonhos sdo somente para fazer-se realidade.

E desde aquele dia ja ndo durmo para descansar ...

Agora simplesmente durmo para sonhar.

(Walter Elias Disney)



RESUMO

Os produtos naturais e seus derivados t€m sido as fontes mais comuns na obtencao de agentes
terap€uticas inovadores, além de fornecerem ferramentas para estudos fisiopatoldgicos e
farmacoldgicos. Os venenos de serpentes exibem uma infinidade de atividades
farmacoldgicas, por serem formados por uma mistura complexa de substancias ativas,
principalmente peptideos e proteinas, capazes de interferir com muitos processos fisiologicos.
As serpentes Bothrops e Bothropoides sao responsaveis por 70% dos acidentes ofidicos
ocorridos no Brasil. A serpente Bothropoides insularis (jarara ilhoa), ¢ uma espécie endémica
nativa da ilha de Queimada Grande na costa Sul do Estado de Sdo Paulo, seu veneno
apresenta caracteristicas semelhantes aos das outras serpentes do género Bothrops, como
atividade coagulante, hemorragica, fibrinolitica e insuficiéncia renal in vivo. O objetivo deste
estudo foi investigar os efeitos do veneno total da Bothropoides insularis e sua fragdo
fosfolipase A, em culturas de células tubulares renais do tipo MDCK (Madin-Darby canine
kidney). Células MDCK foram cultivadas em garrafas plasticas a 37 °C em atmosfera de 5%
de CO,, com meio RPMI 1640 suplementado com soro bovino fetal a 10%. O tratamento com
veneno total da B.insularis causou diminui¢do da viabilidade celular em todas as
concentragdes (200; 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 ug/mL) estudadas com um ICso de 9 pg /mL. A
integridade da membrana celular foi avaliada pelo método de determinacdo da enzima lactato
desidrogenase, € apOs a exposicao das células ao veneno houve um aumento significativo da
enzima. Nos ensaios de citometria de fluxo com anexina V-FITC e iodeto de propidio foi
observada a morte celular nas menores concentragdes (18 e 36 ug/mL) estudadas com o
veneno total e ocorreu predominantemente por apoptose. No entanto na maior concentragao
(72pg/mL) estudada, foi observado além da morte por apoptose, um aumento de células em
apoptose tardia. Nos ensaios com rodamina 123, o tratamento com o veneno total da
B.insularis (36 ug/ mL) levou a despolarizagao significativa do potencial de membrana
mitocondrial. Nao houve expressdo significativa de genes envolvidos na morte celular por
apoptose. Ensaios de viabilidade celular e integridade de membrana foram realizados com a
fragdo fosfolipase A, do veneno da B.insularis, em varias concentragdes (200; 100; 50; 25;
12,5 e 6,25 png/mL), ndo apresentado resultados significativos em nenhum dos experimentos.
Esses resultados demonstram a citotoxicidade do veneno de B. insularis em culturas de
células tubulares renais (MDCK), e sugerem morte celular predominantemente por apoptose.

Palavras- chave: Morte Celular, Rim, Bothrops insularis.



ABSTRACT

Natural products and their derivatives are currently the most important source of novel
therapeutic agents and provide useful tools for studies in physiopathology and pharmacology.
Snake venoms display a wide array of pharmacological properties due to their complex
combinations of active substances, especially peptides and proteins, capable of interfering
with physiological processes. Snakes of the genera Bothrops and Bothropoides accounted for
70% of snake bites reported in Brazil. The Bothropoides insularis (golden lancehead) is
endemic to Queimada Grande, an island off the state of Sdao Paulo. Like the venom of other
Bothrops species, the venom of B. insularis has coagulant, hemorrhagic and fibrinolytic
properties and is known to cause kidney failure in vivo. The objective of the study was to
evaluate of whole venom of B. insularis and its phospholipase A2 fraction in Madin-Darby
canine kidney (MDCK) cell culture tubes. The cells were grown in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% fetal bovine serum in plastic vials with an atmosphere containing 5%
CO; at 37°C. Treatment with whole venom reduced cell viability at all the concentrations
tested (200, 100, 50, 25, 12.5 and 6.25 pg/mL) and yielded an ICsy of 9 pg/mL. Cell
membrane integrity during the process of cell death from whole venom was evaluated by
LDH enzyme assay, indicating enzyme release at all concentrations. Flow cytometry with
Annexin V-FITC and propidium iodide revealed that cell death at the lowest concentrations
(18 and 36 pug/mL) of whole venom occurred predominantly by apoptosis. However, at the
highest concentration (72 pg/mL), in addition to death by apoptosis, an increased number of
cells in late apoptosis was observed.In the Rhodamine 123 assay the treatment with whole
venom (36 pg/mL) induced significant depolarization of the mitochondrial membrane
potential. The expression of genes involved in cell death by apoptosis did not show any
significant results, when tested with whole venom in 24h. The phospholipase A2 fraction was
also submitted to cell viability and membrane integrity assays at several concentrations (200,
100, 50, 25, 12.5 and 6.25 pg/mL), with no significant results in any of the experiments.
Taken together, our results indicate that the venom of B. insularis is cytotoxic in MDCK cell
culture and that cell death occurs predominantly by apoptosis.

Key words:.Cell Death, Kidney, Bothropoides insularis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais sobre efeitos bioldgicos de venenos animais

Os produtos naturais e seus derivados tém sido as fontes mais comuns na obtencao de
agentes terapéuticas inovadores (KIRKPATRICK, 2002), além de fornecerem ferramentas para
estudos fisiopatologicos e farmacoldgicos (CLARDY; WALSH, 2004). Pode-se dizer que a
utilizacdo de produtos naturais com fins medicinais, para tratamento, cura e prevencao de
doengas, ¢ uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade (JUNIOR et.al.,
2005).

A pesquisa por novos fdrmacos cresceu bastante nos Ultimos anos, principalmente a
partir de substancias bioativas derivadas de plantas, fungos, organismos marinhos, moluscos e
animais. As toxinas naturais extraidas desses organismos sdo responsaveis direta ou
indiretamentente no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos e também tém contribuido
muito na compreensdo de mecanismos fisiologicos de doengas (KAPOOR , 2010). As toxinas
podem ser classificadas com base na sua natureza quimica (proteinas, glicoproteinas, peptideos,
alcaldides, poliaminas, aminas biogénicas e outros), nos seus efeitos farmacolégicos ou
biologicos (neurotoxinas, miotoxinas, peptideos vasoativos, hemoliticos, citoliticos, necroticos,
hemorrégicos, antiinflamatorios, antitumorais, analgésicos, antimicrobiana e outros), nos seus
efeitos a nivel molecular (ligantes de canal idnico, agonistas ou antagonistas de receptores
ionotrépicos ou metabotropicos, enzimas, inibidores enzimaticos), dentre outras classificagdes
(PIMENTA; LIMA, 2005).

O estudo do potencial terapéutico dessas toxinas vem conquistando espago e
despertando grandes interesses da comunidade cientifica, devido aos seus efeitos bioldgicos. Elas
tém sido utilizadas como ferramenta para elucidar mecanismos fisiopatoldgicos, desde que
Claude Barnard, em 1850 ,verificou que o veneno utilizado nas pontas das flechas por indios
continha tubocurarinas, conhecidas durante muito tempo, como um alcaldide letal, sendo o
primeiro relaxante muscular, introduzido na pratica anestésica (Atracurium® - Wellcome).
Desde entdo varios laboratdrios farmacéuticos e comunidades cientificas tém se utilizado de
toxinas naturais como modelos moleculares para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos (HARVEY , 2000; MORTARI et al., 2007 ;PALMA et al., 2007).

Recentemente, foi identificado na saliva do réptil monstro de gila, (Heloderma
suspectum) uma espécie venenosa da América do Norte, um peptideo, Extendin-4, sintetizado

em laboratério, dando origem ao principio ativo Exenatide, que em 2005 recebeu a licenga para
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ser comercializado (Byetta®, Lilly, Indiana, USA) no tratamento do diabetes mellitus tipo 2
(KAPOOR, 2010).

Da secregdo cutanea da (Phyllomedusa hypocondrialis), uma perereca, encontrada no
Nordeste e Sudeste brasileiro, foram extraidos peptideos antimicrobianos (PS-7 e DH-1) capazes
de inibir o crescimento de diversas bactérias (CONCEICAO et al., 2006) e também um peptideo
potenciador de bradicinina (Phypo Xa) com significativa a¢o hipotensora (CONCEICAO et al.,
2007).

Previamente, foi demostrado que o escorpido amarelo, (Tityus serrulatus), comum nas
grandes cidades, apresenta, em seu veneno peptideos com agdo hipotensora, denominadas
hipotensinas, os quais também exercem efeito por meio da potencializagdo da acdo da
bradicinina (VERANO-BRAGA et al., 2008).

O carrapato estrela, (Amblyomma cajennense), encontrado em diversas regioes do
Brasil, possui, em sua saliva, substancias anticoagulantes (BATISTA et al., 2008) ¢ proteinas,
que conseguem matar células tumorais in vitro (GIRARDI, 2007).

Em Estudos prévios com o veneno da taturana, (Lonomia obliqua), encontrada na
regido Sudeste do Brasil, foi isolado do extrato de suas cerdas, uma protease ativadora de
protrombina (Lopap), capaz de provocar formagao de trombos e deplegdo de fibrinogénio (REIS
et al., 2001; FRITZEN et al., 2005). Outros estudos também mostraram que o Lopap interage
com alguns receptores de células endoteliais, aumentando a expressdo superficial de moléculas
de adesdo (CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2001). Além disso, o Lopap também modula
moléculas envolvidas na regulacdo do tonus vascular e inibidores da ag¢do plaquetaria, como
6xido nitrico (NO) e prostaglandina I, (PGI,) (REIS et al., 2001) .

Venenos ofidicos sdao uma fonte abundante de anticoagulantes e tromboliticos, que
incluem desintegrinas, inibidores diretos da trombina, compostos fibrinoliticos e ativadores de
plasminogénio. Integrilin®, cujo principio ativo ¢ o eptifibatide, foi obtido a partir do veneno da
cascavel Pigmeu (Sistrurus miliarus barbouri), uma desintegrina que inibe agregacdo plaquetaria
por ligagdo com alta afinidade ao receptor fibrinogénio (integrina allbp3) por meio de um
reconhecimento da seqiiéncia Lys-Gly-Asp, a qual foi aprovada , em 1998, por Food and Drug
Administration (FDA), para uso como anticoagulante em pacientes com sindrome coronariana
aguda e para os pacientes submetidos a angioplastia. Varias outras drogas anticoagulantes
também foram obtidas por meio do veneno de serpentes, como Salmosin (Agkistrodon halys
brecavicaudus), Crotavirin (Crotalus viridis), Drenoaspin (Dendroapis jamesoni kaimose),
dentre outros (BEETON; GUTMAN; CHANDY, 2006).
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Do veneno da serpente Bothrops jararaca foi isolado o peptideo potencializador de
bradicinina, inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA) que origina angiotensina II,
um hormonio que causa vasoconstri¢do e aumento da pressao arterial. Este peptidio inibidor liga-
se ao sitio ativo da ECA da mesma forma que os substratos naturais, reduzindo, assim, a pressao
arterial. O captopril, que ¢ amplamente utilizado para tratar a hipertensao e insuficiéncia cardiaca
congestiva, foi desenvolvido apds estudos de modelagem molecular a partir deste peptideo
isolado (FERREIRA, 1965; CUSHMAN; ONDETTI, 1999). Algumas toxinas de serpentes tém
efeitos antinociceptivo. Previamente, foi demonstrado que a crotamina, isolada do veneno da
Crotalus durissus terrificus, produz efeito analgésico em pequenas doses, sem qualquer aparente
toxicidade in vivo. Seu efeito analgésico ¢ cerca de 30 vezes mais potente do que o da morfina

(RAJENDRA; ARMUGAM; JEYASEELAN, 2004).

Escorpido amarelo
Tityus serrilatus

Carrapato estrela Monstro de gila . )
Amblyomma cajennense Heloderma suspectum Bothropoides jararaca

Figura 1- Animais que possuem toxinas de valor biologico.

Fonte:www.fiocruz.br;www.animalworld.com.br;www.biologados.com.br;www.cobrasbrasileiras.com.br

; www.mostrodegila.blogspot.com .
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O Brasil, com suas caracteristicas climaticas e geograficas muito variadas, vem sendo
considerado um dos paises mais rico em biodiversidade, apresentando-se como um rico ambiente
para estudos com produtos naturais (MITTERMEIER et al., 2005). Este imenso patrimdnio
genético, ja escasso nos paises desenvolvidos, tem na atualidade valor econdmico-estratégico
inestimavel em varias atividades, mas ¢ no campo do desenvolvimento de novos medicamentos
na qual reside sua maior potencialidade (CALIXTO, 2003). A razao dessa afirmacdao ¢
facilmente comprovada quando se analisa o nimero de medicamentos obtidos, direta ou
indiretamente, a partir de produtos naturais (Tabela 1). Estima-se que 40% dos medicamentos
disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos de fontes naturais: 25% de plantas, 13% de
microrganismos € 3% de animais. Somente no periodo entre 1983-1994, das 520 novas drogas
aprovadas pela agéncia americana de controle de medicamentos e alimentos (FDA), 220 (39%)
foram desenvolvidas a partir de produtos naturais (HARVEY, 2000).

Entretanto, ¢ importante ressaltar que essa biodiversidade brasileira ndo ¢ conhecida
com precisdo, dada sua grande complexidade (SIMOES; SCHENKEL, 2002). Por esse fato,
muitos desses produtos naturais, sejam de origem vegetal ou animal, ainda ndo possuem estudos
que comprovem seu mecanismo de agdo (MATOS, 2002; SILVA et al., 2006). Desta forma,
pesquisas com toxinas de origem animal e vegetal sdo de extrema relevancia para obtencdo de
futuros agentes terapéuticos e compreensao de mecanismos fisiopatoldgicos de diversas doencas

(MORTARI et al., 2007).

TABELA 1 - EXEMPLOS DE MEDICAMENTOS DESENVOLVIDOS A PARTIR DE VENENOS

ANIMAIS
Farmaco Uso terapéutico Fonte
Eptifibatide (Integrilin®) Anticoagulante Serpente  Sisturus miliarus
barbour
Echistatin Anticoagulante Serpente Echis carinatus
Captopril Antihipertensivo Serpente Bothrops jararaca
Ranatensin Antihipertensivo Sapo do Género Rana

TM)

Ancrod (Viperinex Anticoagulante para Acidente Serpente

Calloselasma

vascular  cerebral isquémico rhodostoma

agudo
Ziconotida (Prialt ®) Tratamento da dor cronica Molusco marinho Conus magus
Exenatida Diabetes Melitus tipo 2 Réptil Heloderma suspectus

Fonte: Adaptado de Beeton, Gutman ¢ Chandy (2006).
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1.2 Serpentes da Fauna Brasileira

As serpentes sdo classificadas na classe Reptilia, subclasse lepdosauria, ordem
squamata, subordem serpentes. Existem serpentes em quase todos os ambientes do globo
terrestre, estes animais sdo muito bem adaptados e abundantes, somando aproximadamente 3 mil
espécies no mundo, distribuidas em 465 géneros e 20 familias (HICKMAM; ROBERTS;
LARSON , 2004) Destas, aproximadamente 410 s3o venenosas ¢ classificadas de acordo com
suas caracteristicas morfoldgicas, compreendendo cinco familias, a saber: Crotalidae, Viperidae,
Elapidae, Hydrophiidac e Colubridae (BARRAVIERA, 1994; MATSUI et al., 2000; DE
CASTRO, 2006).

A real incidéncia mundial de acidentes por animais pegonhentos ¢ sua gravidade
permanecem desconhecidos. Estimativas recentes sugerem que em todo o mundo ocorram cerca
de 3 a 5.4 milhdes de acidentes por serpentes anualmente resultando em cerca de 2,5 milhdes de
envenenamentos ¢ 125 a 150 mil mortes em humanos (BARONE et al., 2011). No Brasil, em
2009, foram notificados pelo Sistema Nacional de Notificagdo de Agravos (SINAN), 29.485
casos de acidentes ofidicos. As serpentes do género bothrops e bothropoides responderam por
73,2% dos casos notificados neste periodo, enquanto as do género crotalus foram responsaveis
por 10% dos acidentes. Com relacdo aos dados da Rede Nacional de Centros de Informacdo e
Assisténcia Toxicoldgica (RENACIAT) publicados no anuario estatistico do Sistema Nacional
de Informacao Toxico Farmacologicas (SINITOX), em 2009, foram notificados 4.900 casos de
acidentes por serpentes. A regido com o maior numero de casos foi a regidao Sul com 1383
(28,22%) casos, seguida pela regido Sudeste com 1324 (27,02%) casos (LEMOS et al ., 2009).
No estado do Ceara o registro de casos ¢ irregular e poucos trabalhos foram publicados relativos
a epidemiologia dos acidentes ofidicos. O levantamento mais recente foi realizado no periodo de
2001 a 2007, onde foram notificados 3877 casos de acidentes por serpentes peconhentas, sendo o
género Bothrops responsavel pelo maior niimero de casos (ROCHA, 2008).

O Brasil, como quase toda a América, ¢ abundante em serpentes. Existem cerca de 260
espécies de serpentes, classificadas dentro de uns 73 géneros, em nove familias
(BARRAVIERA, 1995; DE CASTRO, 2006). Destas, apenas duas familias (Elapidae e
Viperidae) congregam as espécies peconhentas, ou seja, aquelas que produzem toxinas em
glandulas especializadas e tém aparelhos apropriados para inocula-las. As serpentes pegonhentas
no Brasil sdo agrupadas em quatro géneros: Bothrops, Crotalus, Lachesis ¢ Micrurus (Figura 2),
sendo as trés primeiras pertencentes a familia Viperidae e a ultima a familia Elapidae

(CARDOSO et al., 2003; BERNILS, 2010).
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Bothrops leucurus Crotalus durissus terrificus - Lachesis muta Micrurus lamniscatus

Figura 2 — Exemplos de Serpentes da fauna brasileira pertencentes a diferentes géneros.
Fonte: http://www.ivb.rj.gov.br; www.latoxan.com; www.static.hsw.com.br; www.fiocruz.com.br.

1.3 Género Bothrops

O género Bothrops, juntamente aos recém criados Bothriopsis, Bothrocophias,
Bothropoides e Rhinocerophis, pertencem a familia Viperidae e sdo popularmente conhecidas
como jararacas. Possui ampla distribuicao e corresponde ao grupo de serpentes peconhentas mais
importantes em numero de espécies e densidade populacional, com aproximadamente 30
espécies catalogadas. (PINHO; PEREIRA, 2001; QUEIROZ et al., 2008).

As serpentes Bothrops e Bothropoides sdo responsaveis pela maioria dos acidentes
ofidicos ocorridos no Brasil (OLIVEIRA et al., 2010). Essas serpentes sdo caracterizadas por
possuirem a cauda sem maiores modificagcdes, geralmente com escamas subcaudais em pares,
aparelho inoculador do tipo solenoglifo, cabeca triangular e fossetas laterais. Habitam,
preferencialmente, os ambientes timidos, como matas e areas cultivadas. Possuem habitos
noturnos ou crepusculares e sdo consideradas muito agressivas, podendo a atacar sem causar
ruidos (MELGAVAREJO, 2003; ALBUQUERQUE, 2004). Ocorrem na América Central e na
América do Sul, ocupando todo territdrio brasileiro.

Em virtude do niimero de espécies, ha grande dificuldade na sua identificagdo por
nome popular em todo o territério nacional (BENIS, 2010). Recentemente, considerando o
parafiletismo de Bothrops, dados morfologicos ¢ moleculares sugeriram a criagdo de uma nova
espécie e a reclassificagdo de algumas espécies anteriormente pertencentes ao género Bothrops,
este género foi nomeado Bothropoides e contém 11 espécies: Bothropoides alcatraz,
Bothropoides diporus, Bothropoides erythromelas, Bothropoides insularis, Bothropoides
jararaca, Bothropoides lutzi, Bothropoides marmoratus, Bothropoides Mattogrossensis,

Bothropoides neuwiedi, Bothropoides pauloensis e Bothropoides pubescens. Essa nova
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classifica¢ao ¢é aceita e fornecida pela Sociedade Brasileira de Herpetologia (FENWICK et al.,
2009).

Algumas espécies (Figura 3) apresentam maior importancia devido a sua ampla
distribuigdo geografica, como: B. atrox, encontradas no Norte do Brasil; B. jararaca, distribuida
nas regides Sul e Sudeste do pais; B. jararacussu, encontradas no cerrado da regido central e em
florestas tropicais da regido Sudeste; B. alternatus, distribuidas ao Sul do pais; B. moojeni na
regido Centro-Oeste e Sudeste; B. erythromelas e B. leucurus (principalmente na regido
Nordeste) (PINHO; PEREIRA, 2001; MELGAVAREJO, 2003). No entanto, existem espécies
importantes limitadas a regides especificas como a Bothropoides insulararis, encontrada
exclusivamente na ilha da Queimada Grande, na costa do Estado de Sao Paulo (SGRIGNOLLI et
al., 2011).

'II..-

Bothrops neuwied

Bothrops lewcurus

Figura 3 — Exemplos de Serpentes do género Bothrops e Bothropoides
Fonte: http://www.ivb.rj.gov.br; www.latoxan.com; www.static.hsw.com.br; www.fiocruz.com.br

1.3.1 Bothrpoides insularis

A serpente Bothropoide insularis (jarara ilhoa) (figura 4), que foi descrita em 1921,
pelo herpetdlogo Afranio do Amaral (1894-1982) (SIMIONI; D’ABREU, 2001), ¢ uma espécie
endémica nativa da ilha de Queimada Grande (figura 5) situada a 35 km da costa sul do Estado
de Sao Paulo, no municipio de Itanhaém (MARQUES et al., 2002; VALENTE et al., 2009). Essa
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espécie, embora seja eventualmente encontrada em 4reas cobertas por capim, ocorre
principalmente na Mata Atlantica, que cobre boa parte da ilha.

Essas jararacas tém coloragdo amarelo claro, que as tornam adaptaveis ao ambiente em
que vivem, facilitando a caga as suas presas. Além disso, t€ém habitos diurnos, e geralmente sdo
arboricolas. A dieta de adultos é baseada em passaros migratdrios, que sdo capturados tanto no
chdo, como nas arvores. Os jovens alimentam-se de anfibios, lagartos e centopéias. Seu veneno ¢
considerado muito mais toxico em aves do que o da B.jararaca (Amaral, 1920) (Wiister et al.,
2005).

Expedi¢des recentes a ilha indicam que ha uma populagdo em torno de 1.500 a 2.000
serpentes do género, nos 30 hectares de florestas da ilha, o que representa uma densidade de

aproximadamente 50 a 70 serpentes por hectare (MARQUES; SAZIMA, 2009).

Figura 4. Bothropoides insularis com sua coloragdo amarelo claro
e no seu habitat arboricola.
Fonte: www.biologados.com
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Figura 5. Localizagdo da Ilha de Queimada Grande - Sao Paulo.
Fonte: www.conservando.wordpress.com

1.4 Composic¢éo dos venenos botropicos

Venenos de serpentes sdo investigados em muitos laboratorios biomédicos em todo o
mundo, tendo como foco dois temas principais: a melhoria de anti-venenos para salvar a vida
humana ap6s um acidente por animal peconhento, ¢ descoberta de novos componentes que
podem ter uma aplicagdo na terapéutica de uma variedade de doengas (HYNES, 2002). As
toxinas de serpentes exibem uma infinidade de atividades farmacoldgicas, como miotdxica,
neurotdxica, anticoagulante, hipotensora, hemolitica, inibidora da agregacdo plaquetaria,
bactericida e atividades proé-inflamatorias (AIRD, 2002).

Os venenos de serpentes constituem misturas complexas contendo componentes
protéicos e ndo protéicos com diferentes estruturas e fun¢des (PAL et al., 2002; PORTO et al.,
2007). Os componentes protéicos constituem enzimas € proteinas ndo enzimaticas, além de
polipeptideos. Enquanto os componentes ndo protéicos incluem constituintes organicos e nao
organicos (TU, 1996; MATSUI et al.,, 2000; RAJENDRA et al.,, 2004). Muitos desses
componentes sdo moléculas biologicamente ativas com fun¢do de imobilizar e matar a presa,
além de desempenham fung¢o no processo digestivo (QUEIROZ et al., 2008).

Mais de 1000 proteinas tém sido caracterizadas, e essas toxinas protéicas estdo
agrupadas em familias bem reconhecidas: 1) inibidores de serina proteinases; 2) lectinas; 3)
sarafatoxinas; 4) fatores de crescimento nervoso; 5) peptideos natriuréticos; 6)peptideos
potenciadores de bradicinina; 7) desintegrinas; entre outros (MCLANE et al., 1998; KINI, 2002;
YAMAZAKI et al., 2003a, 2003b). Os membros de cada familia de proteinas tém um padrao

molecular semelhante, mas eles exibem multiplas fungdes (TORRES et al., 2003).
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Dentre os constituintes nao organicos conhecidos destacam-se: Calcio, cobre, ferro,
potassio, magnésio, manganés, sodio, fosforo, cobalto e o zinco (FRIEDERICH; TU, 1971).
Entre os componentes organicos ndo protéicos, encontramos os aminodcidos livres e os pequenos
peptideos, carboidratos, lipidios, principalmente fosfolipidios, e aminas biogénicas
(VARANDA; GIANINI, 1994).

As composigdes dos venenos de serpentes podem exibir variacdes associadas com a
origem geografica, ao habitat, as variagdes climaticas, a dieta, a idade e ao género (FURTADO
et al.,2006).

Os venenos das serpentes da familia Viperidae sdo os tipos mais estudados de toxinas
animais ¢ sdo mais complexos que os pertencentes a outras familias (CALVETE et al., 2009). A
composicdo protéica do veneno Bothropico, que corresponde 90-95% do peso seco dos venenos,
¢ responsavel por quase totalidade dos efeitos biologicos encontrados (BON, 1997).

As principais substancias protéicas desses venenos sdo as proteases, metaloproteases,
fosfolipases A, (PLA;), nucleotidases, L-aminodcido oxidase (LAAO), hialuronidases,
neurotoxinas, cardiotoxinas, lecitinas, desintegrinas, peptideos natriuréticos, peptideos
potenciadores de bradicinina e alguns fatores especificos de crescimento (PAL et al., 2002;
KINI, 2006; VALENTE et al., 2009). Essas substancias protéicas sdo as responsaveis pela
inducdo de varios efeitos farmacologicos, incluindo o efeito neurotéxico, miotoxico, cadiotdxico,
hemorrédgico, hemolitico, pré-coagulante e o anticoagulante (KINI, 1997; BAILEY; WILCE,
2001).

O veneno botropico, inicialmente no local da picada, pode causar uma acdo
proteolitica intensa com subseqiiente processo inflamatorio generalizado, ocasionando edema e
até necrose local (CASTRO, 2004; LIRA et al., 2007)

A jararacina e outras metaloproteinases respondem por essa agao proteolitica (COSTA
et al., 2002), que também conta com a agdo miotoxica tipica da PLA, (BONFIM et al., 2001).
Além da agdo local, o veneno também possui acdo direta sobre a parede dos vasos, causando
desde um aumento maior na permeabilidade até a sua ruptura. A hemorragia decorrente da
ruptura dos vasos ¢ dependente da concentracdo de veneno inoculada, podendo ocorrer até
mesmo distante do local da picada. As serinas proteases, juntamente com as SVMPs
(Metaloproteases de venenos de serpente), desintegrinas e lectinas do tipo C, sdo exemplos de
enzimas que afetam a fun¢do plaquetaria e/ou fatores da cascata de coagulacdo ativando,
inibindo ou degradando algumas proteinas homeostase da coagulacdo, podendo gerar distirbios
da coagulagdo sanguinea, que, associados a acdo proteolitica e miotoxicas, geram quadros

hemorragicos (PIRKLE, 1998; QUEIROZ, 2008 ). Além dos eventos ja citados, hipotensao e
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excre¢ao de sodio na urina ocorrem pela acdo de peptideos potenciadores de bradicinina e
peptideos natriuréticos (CARVALHO et al., 2008).

O veneno da B. insularis apresenta caracteristicas semelhantes aos das outras serpentes
do género Bothrops e Bothropoides, causando danos locais ¢ injarias sistémicas (VALENTE et
al., 2009) com poténcia cinco vezes maior que o de outras espécies do género (MARQUES et
al., 2002).

Em comparagdo com outras espécies do mesmo género, a toxicologia ¢ o mecanismo
celular completo de produgdo, estocagem e secregdo das proteinas do veneno da B.insularis
ainda sd3o pouco estudados. Curiosamente, essa serpente tem uma dieta restrita, composta
principalmente de aves, uma condicdo imposta pelo isolamento fisico. Portanto, o veneno
B.insularis pode constituir uma valiosa fonte de proteina para o estudo da rela¢do estrutura-
atividade das moléculas envolvidas no processo de envenenamento das presas (JUNQUEIRA DE
AZEVEDO, 2002).

Recentemente, diferentes autores vém explorando o veneno da B.insularis por meio de
andlise transcriptomica e protedmica, a fim de ter um maior entendimento dos compostos
presentes no veneno, como também um melhor entendimento sobre a agdo téxica do mesmo em
suas presas (BAZZA et al., 2005; GUERCIO et al., 2006; VALENTE et al., 2009).

Valente et al. (2009) descreveram que o veneno ¢ composto em sua maioria de fragdes
toxicas (Figura 6), e, dentro dessa fragdo, foram observados 11 constituintes principais (figura
6) como, metaloproteases (SVMP), peptideos potenciadores de bradicinina (BPP), lectinas do
tipo C, serina protease, fosfolipases A, (PLA;), fatores de crescimento do endotélio vascular
(svVEGF), L- amino oxidase (LAAO), proteinas secretdrias de cisteina (CRISPs), proteinas G10
e fatores de crescimento neurotroficos.

O veneno da B.insularis, pode apresentar acdo coagulante ¢ atividade hemolitica.
Barbosa et al. (2003) mostrou que a formagao de edema ¢ induzida pela liberagdo de histamina,
geragao de oOxido nitrico e produtos da cicloxigenase (COX) devido a acdo de proteases e
fosfolipase A, (PLA;) presentes no veneno.

A PLA, também ¢ responsavel pela atividade neuromuscular, gerando perda de
equilibrio, paralisia e convulsdes na presa. A agdo neurotoxica ¢ acentuada na espécie
B.insularis, sendo essa acdo mais potente em aves do que em camudongos. E importante
ressaltar que tal acdo ndo ¢ marcante em outras espécies do género (COGO et al.,1993;

GUERCIO et al., 2006 ).
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Alguns trabalhos foram realizados no sentido de avaliar a necrose , 0 edema associado
¢ a toxicidade do veneno total e de suas fragdes (BARBOSA et al., 2002) principalmente em
orgdos especificos como rim e figado (DA CRUZ HOFLING et al., 2001; BRAGA, 2006).

Braga (2006) demonstrou, em seus estudos que o veneno total da B.insularis apresentou
alteracdes dos parametros funcionais renais, com alteragcdes no transporte de eletrdlitos e no
clearence osmotico. Estudos posteriores de Braga et al. (2007; 2008) com as fragdes Lectina,
Trombina simile, L-amino oxidase (LAAO) e Fosfolipase A, (PLA;) do veneno demonstraram
atividade semelhante a observada no veneno total da B.insularis.

Oliveira-Carvalho et al., (2008) demostrou em seus estudos que o veneno da
B.insularis age directamente em fatores da coagulacdo, apresentando atividade hemorragica.
Atividade hipotensora também foi observada utilizando o veneno dessa serpente (VALENTE et
al., 2009).

Muita atengdo também tem sido dada a atividade pré-sinaptica da fragdo PLA, por
meio de estudos in vitro. Tal fato, reflete a maior toxicidade do veneno dessa espécie que contém
uma PLA; com atividade neurotoxica quando comparada a outras espécies do mesmo género,
que apesar de possuirem essa fragdo em seus venenos, ndo apresentam em mesma intensidade a

atividade neurotoxica (COGO, 1998).

Composigao do veneno da Bothropoides insularis

 5VMP
u BPP
B/ Lectinatipo-C

B/ Serina Protease

HPLAZ

u syWEGF

HLAAD

m FragBes ndo identificadas

o e ¥ Proteina G-10 e CRISPs
m|Fracoes nao toxicas

= Fracdes toxica MGF

Figura 6. Porcentagens de produtos toxicos estudados em uma analise transcriptonica do veneno de
bothropoides insularis.
Fonte: Adaptado de VALENTE, 2009.
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1.4.1 Fosfolipase A,

As fosfolipases A, (PLA;) constituem uma superfamilia de enzimas encontradas em
diversos tecidos de mamiferos e também em venenos de serpentes, escorpides e abelhas
(NICOLAS et al., 1997). Elas catalisam a hidrolise de glicerofosfolipidios na posi¢ao sn-2 da
cadeia principal do glicerol, liberando lisofosfolipidios e acidos graxos (VERHEIJN et al., 1980;
KINI, 2003). Segundo Chakraborti (2003) e Balsinde et al. (2006), elas podem ser classificadas
em intracelular ou citosdlicas (cPLA;) e extracelular ou secretorias (sPLA;). Essas formas
podem também ser subdivididas em dependente e independente de Ca™. As PLA, independentes
de Ca™ (iPLA,) apresentam elevado peso molecular (~85kDa) e sio encontradas no citosol
(BALSINDE; DENNIS, 1997).

De acordo com a estrutura primdria e a localizagdo celular, as fosfolipases (PLA»s)
extracelulares podem ser subdivididas em tipo I, II e III (DENNIS, 1994) (Figura 9). As PLA;s
do tipo I estdo presentes em pancreas de mamiferos e venenos de serpentes pertencentes a
familia Elapidae e Hydrophidae; As PLAjs do tipo II pertencem a familia Crotalidae ¢
Viperidae e as PLA;s do tipo III tém sido isoladas dos venenos de abelhas (Apis mellifera)
(DENNIS, 1994; LANDUCC: et al., 2000). Apesar das diferengas estruturais, as fosfolipases
apresentam uma seqiiéncia similar de ligagdo com calcio e com regides de sitio ativo (YANG et
al., 1994).

As fosfolipases de venenos de serpentes (sVPLA,) possuem vdrias bioatividades, como
inducdo da motilidade de células endoteliais, atividade antimicrobiana, anticoagulante,
antitumor, inibi¢ao da agregacao plaquetaria, neurotoxicidade pré e pos-sindptica, miotoxicidade,
cardiotoxicidade, podendo ainda, apresentar efeitos convulsivantes, hipotensivos e pro-
inflamatorios (GUTIERREZ; LOMONTE, 1995; OWNBY, 1998; SOARES et al,. 1998;
OWNBY et al., 1999; SOARES et al., 2003; XU et al., 2007). Portanto, as svPLA, podem exibir
uma grande variedade de efeitos farmacologicos, interferindo nos processos fisiologicos
normais. Atuam, por exemplo, sobre a cascata de eventos inflamatérios, conduzindo o aumento
da permeabilidade microvascular e a formagdo de edema, o recrutamento de leucdcitos para os
tecidos ¢ a liberagdo de mediadores que produzem desordens inflamatdrias locais e sistémicas
(GUTIERREZ; LOMONTE, 1995; KOH et al., 2006). Diversas PLA;s extraidas de venenos de
serpentes tém demonstrado potencial em provocar lesdo renal em perfusdo de rim isolado, em
particular aquelas extraidas de serpentes do género Bothrops e Bothropoides (HAVT et al., 2001;
BARBOSA et al., 2002; BRAGA et al., 2008; EVANGELISTA et al., 2010).
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N .scutatus group 1 B. godmani group 11 Bee venom group 111

Figura 7. Estrutura tridimensional de vPLA,s pertencentes aos grupos I (notexina: Notechis scutatus,
cataliticamente ativa, grupo IA), II (K-49 miotoxina II: Bothrops godmani) e III.
Fonte: Valentin e Lambeau (2000).

1.5 Complicac@es dos acidentes botropicos

A peconha das serpentes botropicas apresenta importantes efeitos fisiopatologicas,
como lesdes locais e destruicao tecidual (agdo proteolitica) no local da picada (GUTIERREZ &
RUCAVO, 2000), ativagdao da cascata de coagulacdo, podendo induzir incoagulabidade
sanguinea por consumo de fibrinogénio (agdo coagulante), liberacdo de substancias hipotensoras
e lesdes na membrana basal dos capilares por acdo de diversas proteinas (agdo hemorragica),
que, associada a plaquetopenia e a alteragdes da coagulagdo promovem manifestagoes
hemorragicas, frequentes nesse tipo de acidente (PINHO; PEREIRA, 2001).

O quadro clinico caracteriza-se por manifestagdes locais importantes, como dor que se
desenvolve rapidamente apds o acidente ofidio no local da picada, e, posteriormente, edema de
carater progressivo. A patogénese dessa acao proteolitica ¢ complexa, decorrente da acdo de
varias enzimas presentes no veneno, dentre elas, as metaloproteinases, as hialuronidades e as
fosfolipases A, (CASTRO, 2006). Essas enzimas podem atuar sobre diferentes substratos,
causando lesdo tecidual por meio da ativacdo ou liberacdo de mediadores inflamatoérios, como
citocinas, derivados do dacido araquidonico (leucotrienos, prostaglandinas, prostaciclinas),
ativacdo do sistema complemento e de cininas TNF-o, INF-y, IL-1 e IL-6 (SGRIGNOLLI et al.,
2011).

Podem ocorrer equimoses, lesdes bolhosas e sangramentos no local da inoculagdo da
peconha. Nos casos mais graves, pode ocorrer necrose de tecidos moles com formacao de

abscessos e desenvolvimento de sindrome compartimental, podendo deixar como sequelas a
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perda funcional ou mesmo anatomica do local do membro acometido (PINHO; PEREIRA, 2001;
CASTRO, 2006).

Entre a acdo dos venenos botrdpicos, a que possui maior letalidade ¢ a que envolve
alteracdes hemostaticas. Os efeitos na coagulacdo podem ocorrer pela acao de diversas proteinas,
principalmente em trés locais distinto: diretamente no fator X (FX); sobre a protrombina,
formando trombina e alterando o fibrinogénio, levando a formagao de fibrina. As modificagdes
plaquetdrias podem ocorrer precocemente pelo elevado consumo de plaquetas, afetando a
coagulacdo. De maneira indireta, ocorre a formacdo de fibrindlise dos trombos e o
desencadeamento de fibrinolise primaria (HUTTON, WARELL, 1993). Vale ressaltar a agdo do
veneno sobre a coagulagdo, associada a agdo lesiva do veneno sobre a camada intima vascular
(protedlise), aumentando a permeabilidade vascular ou danificando o endotélio vascular,
resultando em quadros hemorragicos (HATI et al., 1999).

As manifestagdes sistémicas incluem além de sangramento em feridas cutineas
existentes, hemorragias a distdncia como gengivorragias, epistaxes, hematémese e hematuria.
Podem ocorrer também nduseas, vomitos, sudorese, hipotensdo arterial e mais raramente choque
(PINHO E PEREIRA, 2001; FRANCA E MALAQUE, 2003; WHITE, 2005).

As complicagdes sistémicas mais comuns s3o o choque, a insuficiéncia renal aguda, a
insuficiéncia respiratoria, a septicemia e a coagulagdo intravascular disseminada, tendo
patogénese multifatorial e sendo as causas mais frequentes de morbidade e mortalidade em
acidentes ofidicos, com serpentes do género Bothrops e bothropoide (BJARNASON; FOX,
1994; KAMIGUTI et al., 1996; GUTIERREZ, 2002; WHITE, 2005).

1.5.1 Insuficiéncia Renal Aguda (IRA)

Os venenos botropico podem causar alteragcdes em todas as estruturas do rim, levando
a glomerulonefrite, glomerulite, nefrite intersticial, arterite, necrose tubular, necrose cortical e
insuficiéncia renal (CASTRO, 2006; SITPRIJA, 2006).

A insuficiéncia renal aguda (IRA) ¢ a alteracdo mais grave dos acidentes ofidicos,
seguida de necrose tubular aguda e, ocasionalmente, glomerulonefrite (COLARES-BUZATO et
al., 2002).

Muitos fatores tém sido implicados na patogénese da IRA induzida pelo
envenenamento botropico, como vasoconstricgdo renal e consequente isquemia renal.
Degeneracdo, necrose e regeneragcdo do epitélio tubular, gerando edema intesticial, infiltragdes

celulares (linfocitos, células plasmaticas e fagocitos mononucleares) e envolvimento glomerular
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também sao vistos com frequéncia, gerando deficiéncia da filtracdo glomerular, da diurese e do
fluxo plasmatico renal. Diminuicao dos niveis de fibrinogénio, hematdcrito e a presenca de
hemolise, gerando quadros de hematuria e proteiniria sdo também bastante marcantes
(SIMIONI; D’ABREU, 2001; SITPRIJA, 2006).

A etiopatogenia da lesdo renal tem sido atribuida a nefrotoxicidade direta da pegonha,
miolise, hemolise, hipotensao, coagulacao capilar glomerular, agdo toxica vascular e at¢ mesmo,
reagdes de hipersensibilidade a toxina ou ao soro antiofidico (PINHO et al., 2000).

A patogénese da lesdo renal em acidentes ofidicos ¢ complexa envolvendo tanto a
acdo direta do veneno sobre o rim como também os efeitos inflamatorios, devido a liberagao de
varios citocinas ¢ mediadores inflamatorios endogenos. Histamina, cininas, eicosanoides, fator
de ativacdo plaquetaria, catecolaminas e endotelina estdo entre os mediadores envolvidos na
patogénese da insuficiéncia renal aguda (IRA) induzida por venenos de serpentes
(SGRIGNOLLI et al., 2011).

A fosfolipase A;, um importante componente toxico do veneno, estimula
eixos hipotdlamo-hipofise, aumentando a secrecdo de hormoénios, como a vasopressina, 0s
corticosteroides e a arginina responsaveis pelas respostas de fase aguda da lesao renal (CHISARI
etal., 1998).

Em um estudo recente sobre envenenamento, a libertacdo de mediadores vasoativos
noroepinefrina, epinefrina, dopamina, tomboxanos, endotelinas e prostaglandinas
encontra-se elevadas. Além destes mediadores, também foram encontrados citocinas, que sao
importantes na interagdo celular em um variedade de processos imunoldgicos e inflamatorios
(SITPRIJA, 2006).

Avila-aguiero et al.(2001) e Petricevich et al.(2000) demostraram que o
envenenamento de ratos pelo veneno de Bothrops asper e Bothropoides jararaca induziam a
elevagdes de TNF-a , IL-1, IL-6, IL-10 , IFN-y e 6xido nitrico no soro desses animais.

Os efeitos das citocinas e mediadores vasoativos sdao refletidos por alteragdes
hemodinamicas e por resposta imune, desempenhando um papel importante na patogénese da

IRA em casos de envenenamento por serpentes (Figura 8) (SITPRIJA, 2006).
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Figura 8. Patogénese da nefropatia induzida pelo veneno botropico. * FRS=Fluxo sanguineo renal.

Fonte: adaptado de SITPRIJA, 2006.

1.6 Alteracgdes celulares envolvidas na Insuficiéncia Renal Aguda

Muitos fatores estdo envolvidos no desenvolvimento da IRA, induzida por venenos de
serpentes, em resposta a acidentes ofidicos. Esses varios fatores podem ser decorrentes de uma
série de lesdes especificas que ocorrem a nivel celular. Apds lesdo renal inicial, o rim desenvolve
uma resposta molecular que determinard o destino da célula. Quatro destinos celulares sdo
identificados na IRA: as células podem sofrer necrose; apoptose; divisao celular; ou comportam-
se indiferentes ao estresse (VIEIRA, 2001).

Lieberthal et al. (1996) demonstrou que células tubulares renais, quando expostas a
altas concentragdes do agente nefrotdxico cisplatina, morrem por necrose, € que concentragdes
menores induzem apoptose. Esse estudo permite por tanto,entender que a morte induzida por
agentes toxicos,dependem muitas vezes da concentracio desse agente.

A necrose ¢ um tipo de morte na qual as células sofrem estimulos, como lesdes

mecanicas, agentes citotoxicos e hipoxia, resultando no aumento do volume celular, agregacao
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de cromatina, desorganizacdo do citoplasma, perda da integridade da membrana plasmatica e,
consequentemente, ruptura celular (Figura 9) (ZONG; THOMPSON, 2006).

Em células renais, a morte celular por necrose resulta de efeitos combinados de uma
série de vias bioquimicas, como a deplecdo severa de reservas de energia celular (ATP); aumento
do calcio citosdlico livre; geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e a ativagdo de varias
enzimas, incluindo as fosfolipases, proteases e endonucleases (RANA, SATHYANARAYANA,
LIEBERTHAL, 2001; BOUJRAD et al.,2007;).

A apoptose pode ser reconhecida por caracteristicas morfoldogicas muito marcantes e
coordenadas (Figura 9). De um modo geral, ¢ um fendmeno bastante rapido: ocorre retragao das
células, que causam perda de aderéncia com a matriz extracelular e as células vizinhas. As
organelas celulares mantém sua morfologia, exceto em alguns casos, como as mitocondrias, que
podem apresentar ruptura da membrana externa. A cromatina sofre condensagdo (aparéncia de
nucleos picnoticos) e se concentra junto & membrana nuclear, que se mantém intacta. A seguir, a
membrana celular forma prolongamentos, € o nucleo desintegram-se em fragmentos envoltos
pela membrana nuclear (corpos apoptoticos). Os prolongamentos da membrana celular
aumentam de niimero e tamanho e rompem-se, originando estruturas com o conteudo celular. Os
corpos apoptoticos sdo rapidamente fagocitados por macréfagos e removidos sem causar
processos inflamatorios (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Outra caracteristica marcante
da morte por apoptose é a fragmentagdo internucleossomica do DNA (Acido
Desoxirribonucléico). Uma endonuclease ¢ ativada e produz fragmentos de DNA (SARASTE;
PULKKI, 2000).

Diversos sdo os fatores que podem desencadear a apoptose, entre eles, a ligacao de
moléculas aos receptores de membrana, agentes quimioterdpicos, radiacdo ionizante, danos no
DNA, choque térmico, deficiéncia de fatores de crescimento, baixa quantidade de nutrientes e
niveis aumentados de espécies reativas do oxigénio (HENGARTNER, 2000).

A apoptose pode ser dividida em trés fases: de iniciagdo, efetora e de degradagdo. A
fase de iniciagdo ¢ altamente dependente do tipo de estimulo recebido pela célula. Na fase
efetora, hd a ativacdo da cascata das caspases, proteases, nucleases e de outros intermediarios.
Por fim, a fase de degradagdo, em que a célula adquire as caracteristicas bioquimicas e

morfologicas tipicas da apoptose (GREEN; KROEMER, 1998).
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Figura 9. Alteragdes de morte celular por apoptose e necrose.

Fonte: Adaptado de CRUCHTEN, 2002.

A apoptose pode ser iniciada de duas maneiras: pela via extrinseca (citoplasmatica) ou
pela via intrinseca (mitocondrial). A via extrinseca ¢ desencadeada pela interagdo de ligantes
especificos a um grupo de receptores de membrana, pertencentes a superfamilia de fatores de
necrose tumoral (rTNF). A porcdo citoplasmatica desses receptores contém dominios de morte
intracelular chamados de receptores de morte (death receptores, DRs). Entre eles, incluem-se o
TNF, o TNFR1, o TRAMP, o TRAIL e o FAS. Quando os receptores de morte celular
reconhecem um ligante especifico, os seus dominios de morte interagem com moléculas
conhecidas como FADD/ MORT-1. Essas moléculas tém a capacidade de recrutarem as pro-
caspases 8 e 10. Depois de tornarem-se ativas, as caspases -8 ¢ -10 difundem-se no citoplasma e
ativam, entre outras, as caspases -3, -6 e -7. Estas, por sua vez, clivam multiplos componentes
vitais para as células, levando a morte por apoptose (Figura 10) (CRUCHTEN, 2002; BROECK,
2002; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).
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Figura 10. Via extrinseca da apoptose.
Fonte: Adaptado de GEWIS, 2003.

A via intrinseca (mitocondrial) € ativada por estresse intracelular ou extracelular,
como a privagdo de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia ou ativagdo de oncogenes
membros da familia Bcl-2. Esses podem ser divididos em dois grupos distintos, aquelas com
atividade anti apoptética (Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1) e aquelas que promovam a apoptose (Bax, Bid
e Bak). Os sinais mitocondriais anti ou pro-apoptoticos estao em equilibrio e a predominancia de
um desses sinais, conduz, respectivamente, a sobrevida ou morte celular programada (CHAN;
YU, 2004). Os sinais que sdo transduzidos em resposta a esses insultos afetam, principalmente,
a mitocondria (HENGARTNER, 2000). Inimeros estudos sobre apoptose apontam a mitocondria
como o principal mediador desse tipo de morte. Essa organela integra os estimulos de morte
celular, induzindo a permeabilizacdo mitocondrial e consequente liberacdo de moléculas pro-
apoptdticas para o citoplasma (DESAGHER et al., 2001). Além da liberagcdo de moléculas pela
mitocondria, a indugdo da permeabilidade mitocondrial gera a perda da homeostasia celular,
interrompendo a sintese de ATP e aumentando a producdo de espécies reativas do oxigénio
(ROS).

O aumento nos niveis de ROS leva a oxidagdo de lipidios, proteinas e acidos
nucléicos, gerando um dano oxidativo. A resposta da mitocondria a tal dano ¢ uma via
importante no inicio da apoptose. Além disso, ¢ sabido que as ROS induzem a ativacao das

caspases -9 e -3 (GREEN; KROEMER, 2004).
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Alguns estudos indicam que, durante a apoptose, ocorre a formac¢ao de um grande
poro que contém diversas proteinas e abrange as membranas interna e externas da mitocondria.
Através desse poro ocorre a liberacdo do citocromo C para o citoplasma, onde participa da
ativacao da apoptose (GUPTA, 2003). Os diferentes sinais indutores de apoptose sdo detectados
pela mitocondria, fazendo com que ocorra um desacoplamento da cadeia respiratoria e
consequente liberagcdo de citocromo C e proteinas ativadoras da apoptose para o citosol. Neste, o
citocromo € forma um complexo com a proteina adaptadora (APAF-1) e a caspase 9, conhecido
como apoptossomo, promovendo a clivagem da pro-caspase 9 e liberando a caspase 9 ativa
(Figura 11). Uma vez ativada, a caspase 9 ativa a caspase 3, que vai ocasionar a apoptose
(PETROS et al., 2004; RUPNARAIN et al., 2004).

Recentemente, também foi descrita a participagdo, na via mitocondrial, de uma
flavoproteina conhecida por Fator Indutor de Apoptose (AIF). A AIF migra da mitocondria para
o nucleo apds um estimulo de apoptose e induz a condensacdo da cromatina e fragmentagdo do
DNA, independente da ativagdo das caspases (GRIVICICH et al.,2007).

Tendo em vista todos os eventos envolvidos no processo de injuria renal e diante da
importancia clinica desta patologia, neste trabalho estudaremos a nefrotoxidade do veneno da
serpente Bothropoides insularis e sua fragdo fosfolipase A, sobre células tubulares renais,
podendo contribuir para esclarecer os mecanismos fisiopatoldgicos. A elucidacdo destes
mecanismos pode permitir a interferéncia em alguns pontos de suas vias de sinalizacdo de
respostas com vistas a interrupcdo da sequéncia de eventos celulares/moleculares que podem

culminar em les3o.

1 .VIA MITOCONDRIAL DE ATIVACAO DAS CASPASES

Citocromo ¢
Eid,
Bax,
Bk

u Formacio de Ativacio da
L™ Apoptossomo caspase-9

Apoptossomo

Figura 11. 1- Via intrinseca da apoptose; 2-Formagao do apoptossomo.

Fonte: Adaptado de ACEHAN, 2003.
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, muitos estudos visam descobrir a acdo de toxinas, bem como, o
mecanismo pelo quais estas causam seus efeitos locais e sistémicos. Para tanto, a ampliagdo
do conhecimento sobre a a¢do das toxinas de venenos em diversas linhagens celulares busca,
na biodiversidade, ferramentas para a constru¢do de fairmacos biologicamente ativos e/ou
elucidagdo de mecanismos fisiopatologicos (PEIXOTO, 2003).

Os acidentes ofidicos sdo um sério problema de satide publica nos paises tropicais, pela
frequéncia com que ocorrem ¢ pela morbi-mortalidade gerada por complicagdes induzidas
pelo veneno (PINHO et al., 2000).

A Insuficiéncia Renal Aguda (IRA) ¢ uma das principais complicacdes produzidas
nesses acidentes (géneros Bothrops e Crotalus), e sua patogénese ainda ndo esta
completamente elucidada. As lesdes renais podem ser causadas pela agdo isolada ou
combinada de diferentes mecanismos isquémicos e/ou nefrotoxicos, desencadeados pelos
venenos no organismo (PINHO et al., 2000; GRISOTTO et al., 2006; DE SOUZA et al.,
2008).

Estudos prévios demonstraram que o veneno da B. jararacussu (HAVT et al., 2001), B.
moojeni (BARBOSA et al., 2002) ¢ B. erythromelas (MARTINS et al., 2005) ¢ B.insularis
(BRAGA ,2006) alteram diversos parametros fisiologicos em modelo de rim isolado.

Comparado com outras espécies do género Bothrops, o veneno da Bothropoides
insularis apresenta uma maior toxicidade, no entanto a toxinologia do veneno ainda é pouco
compreendida (MARQUES; MARTINS; SAZINA, 2002). Braga (2006) demonstrou, em seus
estudos que o veneno total da B.insalaris gerou lesdo tubular aguda e altera¢des dos
parametros vasculares ¢ funcionais renais. Estudos posteriores de Braga et al.( 2008) com a
fracdos Fosfolipase A, (PLA;) do veneno demonstrou atividade semelhante a observada no
veneno total da B.insularis.

Tendo em vista todos os eventos envolvidos no processo de injuria renal e diante da
importancia clinica dessa patologia, este trabalho estudou a a¢do do veneno total da serpente
Bothropoides insularis e sua fracdo fosfolipase A,, sobre células tubulares renais, podendo

contribuir para esclarecer os possiveis mecanismos de nefrotoxidade.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do veneno da serpente Bothropoides insularis ¢ sua fragao fosfolipase
A, sobre células tubulares renais, com o propdsito de contribuir para a descoberta de
ferramentas farmacoldgicas e/ou elucidar os mecanismos de nefrotoxicidade.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito do veneno e fragdo fosfolipase A, da serpente Bothropoides insularis

em células tubulares renais;

e Estudar o efeito do veneno e fracdo fosfolipase A, sobre a viabilidade da linhagem

celular em estudo;

e Avaliar o potencial apoptotico e/ou necréticos do veneno ¢ sua fragao;

e Investigar a expressdo de caspases efetoras (3 ¢ 8) envolvidos no mecanismo de morte

celular.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Veneno e sua Fracao fosfolipase A

O veneno total da Bothropoides insularis (BiVT) e a sua fracdo fosfolipase A, (BiPLA,)
foram obtidos e purificados na UNESP (Depto. de Bioquimica - Inst. Biologia, Sao Paulo, SP,
Brasil) coordenado pelo Prof. Dr. Marcos Hikari Toyama. No momento do uso, foram

preparadas solucdes a 2,0 mg/mL em tampao fosfato salina (PBS).

4.2 Linhagem Celular

As células utilizadas foram células tubulares epitelias renais MDCK (Madin-Darby

Canine Kidney) obtidas no Departamento de Bioquimica da Universidade de Sao Paulo- USP.

4.3 Cultivo e manutencéo das celulas MDCK

As células tubulares renais MDCK (Madin-Darby Canine Kidney), foram cultivadas em
garrafas plasticas estéreis com o meio de cultura RPMI 1640 (contendo insulina, horménio de
crescimento, hormonio tireoidiano, transferrina, prostaglandinas e L-glutamina) suplementado
com 10% de soro bovino fetal (SBF), 100 UI/mL de penicilina ¢ 100 pg/mL de
estreptomicina e mantidas a uma temperatura de 37 °C em estufa contendo 5% de CO,. O
crescimento celular foi observado em microscopio de inversao a cada 24 horas (FRESHENY,
2000; BUTLER; DAWSON, 1992). As células MDCK constituem uma linhagem aderente,
que formam uma monocamada sobre a superficie da garrafa de cultivo. Apo6s confluéncia,
onde toda a superficie de cultivo foi 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, 2000).

Antes de cada experimento, as células MDCK foram mantidas em meio de cultura
RPMI 1640 sem SBF por 24 horas antes do inicio do experimento, para sincronizar as células

na fase GO do ciclo celular. Em seguida, foram deslocadas das garrafas de cultura por meio da
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exposicao a tripsina-EDTA (0,25/0,02% v/v) por aproximadamente 5 minutos em estufa de
CO, a 37°C, suspensas em meio de cultura e centrifugadas por 5 minutos a 4000 rpm
(MARTINS et al, 2005; CHAIM, 2005). Apos ressuspensao e quantificagdo em camara de
Neubauer, as células MDCK foram plaqueadas a 1x10° céls/mL em placas de 96 pogos.
Decorridas 24 horas do plaqueamento, os pogos foram tratados com diferentes concentragdes
de BiVT e BiPLA; por 24h para realizacao dos diferentes protocolos experimentais.

Como grupo controle foi considerado os pogos contendo células MDCK tratadas

unicamente com PBS, o veiculo de diluigdao das substancias testadas.
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FIGURA 12. Esquema simplificado do cultivo de células tubulares renais MDCK.
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4.4 Estudo do efeito do veneno e fracdo fosfolipase A, de Bothropoides insularis sobre

células renais

4.4.1 Ensaios de Viabilidade Celular

4.4.1.1 Ensaio de redu¢dao do MTT

O ensaio consiste em uma analise colorimétrica que mede a citotoxicidade de forma
indireta (MOSMANN, 1983). O MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H) ¢
um sal de tetrazdlio soluvel em agua, o qual ¢ convertido em cristais de formazan de cor
purpura, insoluveis em dgua, apos clivagem do anel de tetrazdlio por desidrogenases
mitocondriais citoplasmaticas, bem como outras enzimas lisossomais. O MTT ¢ reduzido em
formazan, um sal insoltvel de cor violacea pelos subprodutos das desidrogenases celulares,
NADH e NADPH. Os cristais de formazan sao solubilizados, formando um produto colorido
cuja medi¢do da densidade Optica ¢ feita em espectrofotdometro a 570 nm de absorbancia. A
intensidade do produto colorido formado ¢ diretamente proporcionais ao numero de células
vidveis presentes na amostra, confirmando a capacidade redutora do sistema sobre o MTT

(HEINRICH et al., 2005).

4.4.1.1.1 Protocolo experimental

Apo6s 24 horas do tratamento com BiVT e BiPLA, (200; 100; 50; 25; 12,5 e 6,25
ng/mL) em placas de 96 pogos, 100 uL. do sobrenadante do meio de cultura foram removidos
e adicionou-se 10 uL de MTT 2,5 mg/mL dissolvido em PBS. Apo6s incubagdo por 4 horas em
estufa a 37°C e 5% de CO,, adicionou-se 90uL da solucao de dodecil sulfato de so6dio (SDS) a
10% dissolvido em HCL 0,01N, para solubilizar os cristais de formazan formados. As placas
foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO; por 17 horas, e posteriormente foi realizada a
leitura em espectrofotometro com comprimento de onda de 570nm.

A porcentagem de viabilidade dos grupos tratados foi calculada pela comparacdo da

absorbancia dos grupos testes em relagdo ao grupo controle, sendo considerada como 100% a

viabilidade média do grupo controle (GOMES, 2006; MOSMANN, 1983).
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Figura 13. Ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT.

4.4.1.1.2 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como percentagem de viabilidade celular versus
concentragdo do veneno. Foi determinada a ICsy (concentragdo inibitéria média capaz de
diminuir a viabilidade celular a 50%) a partir de uma curva de regressdo nao-linear utilizando
o programa GhaphPad Prism®, versdo 5.01. Os dados (n = 5) foram comparados por ANOVA
(seguida de pds-teste de Bonferroni) e teste t de Student, e a significancia do teste estatistico

foi considerada para p<0,05.
4.4.1.1.3 Estudo das alteracdes morfoldgicas em células MDCK
As células MDCK mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO; expostas 24

horas a diferentes concentragdes (1/2 I1Csp; ICsp; 2x 1Csp; 4x ICsp; 8x ICsp) do veneno total da

B.insularis foram observadas em microscopio de inversao.
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4.4.1.2 Ensaio da liberagao de Lactato Desidrogenase (LDH)

O teste do LDH (lactato desidrogenase) permite avaliar a integridade da membrana
plasmatica no processo de morte celular. O ensaio baseia-se na reducdo de NAD a NADH
pela LDH (enzima citosolica libertada para o meio extracelular quando a integridade
membranar ¢ afetada). Posteriormente, 0 NADH ¢ usado na conversao de um substrato num
produto corado, analisado por espectofotometria UV/visivel. Assim, quanto maior a liberagao
da enzima, e consequentemente a perda de integridade de membrana, maior o sinal
espectofotométrico. Na auséncia de dano a membrana, ndo ocorre significativa liberagdo de

LDH, nao ocorrendo rea¢ao (LEGRAND et al.,1992).

4.4.1.2.1 Protocolo experimental

O tratamento das células MDCK com BiVT e BiPLA, (200; 100; 50; 25; 12,5 ¢ 6,25
pg/mL) foi realizado em placas de 96 pocos por 24 horas, e, em seguida, 50 pL de
sobrenadante foi removido e adicionado a 100 uL da mistura reativa para determinagdo da
liberagdo de LDH utilizando o kit TOX 7 (Sigma Aldrich,St.Louis,USA). Resumidamente, as
amostras foram tratadas com 100 pL da mistura reacional por 30 minutos em temperatura
ambiente sob protecdo da luz. Por fim, 15uL de HCL 1N foi adicionado para cessar a reagao,
e a leitura da absorbancia em espectrofotometro a 490nm foi utilizada para o célculo da
atividade enzimatica (ANDRADE, 2007). A porcentagem de liberacio de LDH dos grupos
testados foi determinada em comparacao a do grupo controle, assumindo-se que as células

tratadas apenas com PBS ndo levaram a liberagado significativa de enzima.
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Figura 14. Ensaio de integridade de membrana pelo método da deteccdo da enzima Lactato

desidrogenase.

4.4.1.2.2 Andlise estatistica

Os dados foram expressos em porcentagem de liberacdo de LDH + EPM (n=5). Os
dados foram comparados por ANOVA seguida do teste de Bonferroni, utilizando o programa
GraphPad Prism®. Os dados (n = 5) foram comparados por ANOVA (seguida de pos-teste de
Bonferroni) e teste t de Student, e a significancia do teste estatistico foi considerada para

p<0,05.

4.5 Avaliacdo do tipo de morte celular

A avaliagdo do tipo de morte celular induzido pelas substincias em estudo foi realizada
pela determinacdo de caracteristicas celulares indicativas de morte por necrose ou apoptose.

A citometria de fluxo ¢ uma metodologia usada para o estudo dos eventos celulares,
pois um das caracteristicas deste instrumento ¢ a manutengao das condigdes vitais da célula
apdés sua manipulagdo, permitindo investigacdes mais aprofundadas do comportamento
bioldgico da populagdo em estudo, inclusive de avaliagdo funcional. No citdmetro as células
sdo individualmente conduzidas em canal de corrente fluida que, ao interceptarem o feixe de
luz geralmente proveniente de um laser, causam sua dispersio em varias diregdes,

dependendo do tamanho, da estrutura interna, das caracteristicas topograficas e de densidade
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optica de cada célula (Macey, 1994), as quais estdo diretamente correlacionadas com a
morfologia celular, que pode ser apreciada em preparados corados com diferentes
fluorocromos. Nesse contexto, o feixe de luz que passa pela particula com um minimo de
desvio esté relacionada com o tamanho celular (forward light scatter - FSC), enquanto aqueles
que captam o desvio ortogonal aos eixos do fluido celular e do laser (side light scatter - SSC),
que relacionados com a complexidade celular interna, em particular sua granularidade. Apds
analise simultdnea desses parametros, graficos de coordenadas X e y sdo, entdo, gerados

(MACHADO-JUNIOR et al., 2006).

4.5.1 Deteccao da externalizagdo de fosfatidilserina e da perda de permeabilidade de

membrana

Nesse estudo, a determinagdo da externalizagdo de fosfatidilserina pelas células tratadas
com BiVT (18, 36 e 72 ng/mL) foi realizada utilizando-se o ensaio de deteccdo da anexina V
com o kit BD Pharmingen™ Annexin V-FITC. A anexina V tem a capacidade de se ligar
fortemente aos fosfolipidios de membrana plasmatica, através de suas cargas negativas, na
presencga de ions célcio. Esse marcador pode ser conjugado com fluorocromos como o FITC,
servindo como uma sonda sensivel para analises por citometria de fluxo das células que
expressam a fosfatidilserina na face externa da membrana plasmatica. A externalizacdo de
fosfatidilserina ¢ um evento precoce de células que entram em apoptose, exercendo
sinalizacdo para a fagocitose por macréfagos e outras células inflamatorias (DE LIMA, 2005).

Paralelamente, foi realizada a analise da perda de permeabilidade de membrana pela
incubacdo dos grupos experimentais com iodeto de propidio (IP), um marcador de DNA
impermeavel a membrana plasmadtica integra, marcando, portanto apenas as células que
apresentam perda de permeabilidade de membrana. Essa alteragdo ¢ uma importante
caracteristica de células necroticas. O corante iodeto de propideo liga-se ao DNA e emite alta
fluorescéncia quando excitado pelo laser. As células viaveis apresentardo baixa fluorescéncia
podendo distinguir as células em apoptose precoce (Anexina V-FITC positivas) das células
em necrose (IP positivas). As células viaveis também sdo diferenciadas por serem FITC e IP
negativas. No entanto, células em apoptose tardia coram-se com ambos FITC e IP devido ao

estagio final de desintegragdo celular (BOERSMA et al., 2005).
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4.5.1.1 Protocolo experimental

As células MDCK foram tratadas com a BiTV nas de 72, 36 e 18 pg/mL. Apos 24 horas
do tratamento, o meio de cultura foi transferido para um tubo (5 mL) e centrifugado a 4000
rpm por 10 minutos para coletar células em suspensdo. As células aderidas a placa foram
lavadas com PBS trés vezes e tripsinizadas. As células obtidas foram adicionadas ao
sobrenadante coletado e a mistura foi novamente centrifugada por 10 minutos a 4000 RPM. O
pellet foi ressuspenso em 500 puL de tampao para deteccdo de apoptose e necrose. Foram
retirados 100 plL dessa suspensdo e colocados em frasco para citdmetro. Em seguida, foi
adicionado 5 pL de anexina V-FITC, iodeto de propideo, ou ambos, em cada tubo, os quais
ficaram em incubag¢do por 15 minutos protegidos da luz. Por fim, foram adicionados 400 pL
do tampao e os frascos foram levados para leitura em citometro de fluxo (FACS, BD, New
Jersey, USA) (DE LIMA, 2005). As culturas ndo tratadas foram utilizadas como controle
negativo, e culturas tratadas com ciclofosfamida (200pg/mL), um agente nitrogénico do grupo
das oxazoforinas, utilizado como quimioterapico, extremamente citotoxico (PESTRONK,
2002 ), foram utilizadas como controle positivo na indugdo de apoptose.

Os dados foram obtidos por meio do software Cell Quest e os resultados foram

analisados utilizando o software WinMDI.
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Figura 15. Ensaio de deteccdo da externalizacdo de fosfatidilserina por citometria de fluxo, utilizando

anexina V marcada com FITC e iodeto de propidio (PI).

4.5.1.2 Analise estatistica

Os dados (n = 5) foram comparados por ANOVA (seguida de pos-teste de Bonferroni) e

teste t de Student, e a significancia do teste estatistico foi considerada para p<0,05.
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4.5.2 Determinagao do potencial transmembranico mitocondrial

A rodamina-123 (Rh-123) ¢ um fluorocromo especifico para a marcacdo mitocondrial
em células vivas. O fato de ser um fluorocromo catidnico (carregado positivamente) permite
que seja atraido pelo elevado potencial elétrico negativo presente na membrana mitocondrial,
incorporando-se no interior dessas organelas, emitindo uma fluorescéncia verde. Alteracdes
ao nivel da integridade mitocondrial (potencial transmembranico) podem ser detectadas em
ensaios de citometria por meio do aumento da fluorescéncia verde citosolica, indiciando uma

difusdo da Rh-123 da mitocondria para o citosol (JOHNSON et al., 1980).

4.5.2.1 Protocolo experimental

As células MDCK, ap6s 24 horas de tratamento com BiVT (36 pg/mL), teve seu meio
de cultura transferido para um tubo (5 ml), sendo, posteriormente, centrifugado a 4000rpm
por 10 minutos para coleta das células em suspensdo. As células aderidas a placa foram
lavadas com PBS trés vezes, tripsinizadas e a suspensao obtida foi adicionada ao meio de
cultura coletado inicialmente. As amostras foram centrifugadas novamente e o pellet foi
ressuspenso em 500 pL de solugdo salina (PBS). Posteriormente, foi adicionado 5 pL da
solu¢do de Rodamina 123 (5 mg/mL) em etanol, sendo incubadas por 15 min a 37 °C. Por fim
os tubos foram levados ao citometro de fluxo para leitura (515-530 nm) (DE LIMA, 2005).
As culturas nao tratadas foram utilizadas como controle negativo, € o controle positivo para
apoptose utilizou culturas tratadas com doxorrubicina (3,12pug/mL), um agente antineopldsico
altamente ativo (antibidtico da familia das antraciclinas) envolvido na formacdo de radicais
livres, indu¢do de dano ao DNA, inibi¢do da proliferacdo celular, deterioracdo da
mitocondria, efeitos citotoxicos ¢ morte celular (KIM et al., 2009),

Os dados foram obtidos através do software Cell Quest e os resultados foram analisados

por meio do software WinMDI.
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Figura 16. Ensaio de detec¢do do potencial transmembranico por citometria de fluxo, utilizando

anexina V marcada com FITC e iodeto de propidio (PI).

4.5.2.2 Anédlise estatistica
Os experimentos foram realizados em triplicata, e os dados foram analisados pelo
método estatistico de Kolmogorov-Sminov, e a significincia do teste estatistico foi

considerada para p < 0,001.

4.6 Ensaios para avaliacao de expressao génica

4.6.1 Reagdo de transcriptase reversa.

Com a finalidade de analisar a expressao génica de alguns dos marcadores apoptoticos e
anti-apoptoticos envolvidos nos efeitos causados pelo veneno da serpente Bothropoides
insularis nas células renais MDCK, o RNA total foi extraido através do RNeasy mini kit
(Qiagen,USA) e depois transformado em DNA complementar (cDNA) através da reagao de
Transcriptase Reversa. Para tanto, utilizou-se o kit SuperScriptTM III Reverse Transcriptase

System (Qiagen, USA).

4.6.2 Reacgao de polimerase de cadeia em tempo real (QPCR).

Analisou-se a expressdo de genes pro-apototicos (Caspase -3 e -8) utilizando o
equipamento 1Q5 Real Time PCR Detection System (Bio Rad). Esta tecnologia ¢ baseada na
detec¢do em tempo real da amplificacdo de uma amostra de DNA ou cDNA pela técnica de
Reagdo de Polimerase em Cadeia em Tempo Real (RT-PCR). Por meio dessa tecnologia, ¢
possivel quantificar as amostras de cDNA na fase exponencial da cinética de amplificacao.
Isso serd possivel com a utilizagdo da detec¢do da quantidade de fluorescéncia de SYBR

Green, corante especifico que se liga a um produto de dupla fita de DNA. Os iniciadores de



51

DNA (primers) utilizados foram desenhados com base nas sequéncias de RNA mensageiro
dos genes investigados acima. A descrigdo da sequéncia nucletotidica dos genes de interesse
foi obtida no sitio eletronico do National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Todas as reagdes de RT-PCR foram realizadas num volume total de 25 pL contendo
12,5 pL de iQ Supermix (solugdo padrdo de amplificacdo contendo tampdo salino, uma
mistura de desoxinucleotideos, magnésio, enzima amplificadora Tag-Polimerase e marcador
fluorescente SYBR Green), 200 pL dos iniciadores e 2 pL de cDNA das amostras. Amostras
negativas foram também testadas, onde o cDNA era substituido por dgua mili-Q estéril. As
condi¢cdes do ensaio de PCR foram estabelecidas da seguinte forma: um periodo de
desnaturagdo inicial a 95 °C por 3 minutos seguidos de 40 ciclos para as reacdes de
amplificagdo dos genes testes descritos acima. Cada ciclo foi realizado com uma fase de
desnaturacao a 95 °C por 30 segundos, uma fase de anelamento a 60 °C por 30 segundos, e
uma fase de extensdo da cadeia de DNA a 72 °C por 1 minuto. Ao final dos ciclos,
submetemos as amostras a uma extensao final na temperatura de 72°C por 3 minutos. Com o
intuito de analisar a especificidade das amplificacdes, foi realizada, apos cada reagdo, uma
curva de fusdo (Melting Curve), onde a temperatura da reagdo era acrescida em 1°C a cada 20
segundos, iniciando a partir das temperaturas de anelamento de cada iniciador e terminando a
95°C. Os dados obtidos pelo 1Q5 Optical System Software (versdao 2.0) foram baseados no
valor do ciclo limiar (TC — Threshold Cycle), ou ciclo de amplificacdo, em que a quantidade
de fluorescéncia observada ¢ 10 vezes maior que a fluorescéncia inicial ou basal de cada
reacdo de PCR. Quanto maior a expressao do gene testado menor o nimero de ciclos para que
a fluorescéncia atinja o patamar de 10 x maior que a fluorescéncia basal. A avaliacao da

expressao génica foi obtida utilizando o método matematico descrito por PFAFFL (2001).

4.6.3 Procedimento experimental

Para os ensaios de avaliacdo da expressdo génica, BiVT foi adicionado nas
concentragdes de 9 e 4,5 ng/mL a cultura de células MDCK em placas de 24 pogos. Apds 24
horas, as células foram deslocadas dos pogos por meio da exposi¢do a tripsina-EDTA
(0,25/0,02% v/v), centrifugadas por 10 minutos a 4000 RPM, e o sobrenadante foi descartado.
Para cada concentra¢do da substancia-teste foram obtidos seis precipitados, os quais foram
misturados para obter-se apenas uma amostra de cada concentragdo. O experimento teve

sequéncia com os procedimentos de isolamento de RNA total utilizando o kit RNeasy Mini
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(Qiagen) e automagdo pelo equipamento Qiacube. Culturas tratadas com doxorrubicina
(3,12pg/mL) foram utilizadas como controle positivo na expressao dos genes em estudo.
Foram realizados trés experimentos independentes (n = 3), porém nas mesmas condigdes.
Para o Isolamento de RNA total adicionou-se ao precipitado de células o volume de 350
pL do tampao de lise contendo B-mercaptoetanol. As células foram lisadas quando
submetidas ao émbolo de agulha hipodérmica (13x4,5cm). A solugdo com as células lisadas
foi centrifugada a 14.000 x g por 3 minutos e o sobrenadante foi aplicado a um tubo
eppendorf de 2,0 ml que foi aplicado ao equipamento QiaCube (Qiagen). A partir de entdo
todo o isolamento foi realizado automaticamente, seguindo o protocolo descrito pelo kit e

programado ao equipamento.

4.6.4 Anélise estatistica

Os dados (n = 5) foram comparados por teste t de Student, e a significancia do teste

estatistico foi considerada para p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1  Ensaios de viabilidade e proliferagdo celular

5.1.1 Ensaio de redu¢do do MTT

Neste trabalho, a viabilidade das culturas MDCK (1,0 x 10° céls./mL) tratadas com
veneno total de Bothropoides insularis em diferentes concentragdes (200; 100; 50; 25; 12,5 ¢
6,25 pg/mL) foram analisadas pelo método MTT apds 24 horas de incubacdo. O veneno
apresentou efeito citotoxico caracterizado pela reducdo significativa da viabilidade celular
(Figura 17 e Tabela 2) em todas as concentragdes estudadas quando comparadas ao grupo
controle (ICsp = 9 pg/mL). O veneno total também apresentou visiveis alteracdes
morfoldgicas, tais como agrupamento celular e citoplasma granuloso (Figura 18). Em
contraste, nos experimentos realizados com a fra¢do fosfolipase A, isolada do veneno da B.
insularis, nao foi observada redu¢do da viabilidade celular em nenhuma das concentrag¢des

estudadas (200; 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 png/mL) quando comparadas com o grupo controle.
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Figura 17. Efeito citotoxico do veneno total da serpente Bothropoides insularis (200; 100; 50; 25;
12,5 € 6,25 pg/mL) sobre células MDCK, pelo método do MTT. Dados expressos como média + EPM
(n=5) e analisado por ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e Teste t de Student, *p < 0,05.
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Figura 18. Fotomicrografia das células tubulares renais MDCK em microscépio invertido, apos exposicdo

com diferentes concentragdes (1/2 ICsq; ICsg; 2x ICsp; 4% ICs0; 8x IC50) do veneno total da B.insularis, com

visiveis alteragdes morfologicas, tais como agregados celulares e citoplasma granuloso.
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Tabela 2. Efeito do veneno total (BiVT) e fragdo fosfoslipase A, (BiPLA;) da serpente Bothropoides

insularis sobre a viabilidade de células tubulares renais MDCK em diferentes concentragdes.

Concentracao (pg/mL) VT B. insularis BiPLA,; B. insularis

Controle 100,0 + 5,32 98,84 + 1,19

200 08,94 £ 0,57* 101,0 £ 1,36

100 08,25 +£0,71* 102,4 £ 0,34

50 09,35 +1,32* 102,5 £ 1,60

25 12,32 £2,51* 102,5+1,17

12,5 40,97 £ 1,18* 102,4 + 0,52

6,25 66,90 £ 2,14* 102,1 £ 0,28

Valores expressos em média + E.P.M. p<0,05

5.1.2 Ensaio de liberagdo de LDH

A integridade de membrana celular no processo de morte foi avaliada pelo método de
determinagdo da liberacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH), em culturas de células
tubulares renais (MDCK), tratadas com BiVT e BiPLA, em diferentes concentragdes (200;
100; 50; 25; 12,5 € 6,25 png/mL) por 24 horas. BiVT apresentou libera¢ao da enzima LDH em
todas as concentragdes estudadas quando comparadas ao grupo controle (Figura 19).

Nos experimentos realizados com BiPLA,, ndo foi observada nenhuma liberacao
significativa da enzima LDH nas concentragdes estudadas quando comparadas com o grupo

controle.
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Figura 19. Porcentagem de liberacdo da enzima Lactato Desidrogenase de células MDCK induzida
pelo veneno total da serpente Bothropoides insularis (200; 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 ug/mL). Dados
expressos como média + E.P.M (n=5) e analisado por ANOVA, com poés-teste de Bonferroni e Teste t

de Student, *p < 0,05.

5.2 Avaliacdo do tipo de morte celular
Como o veneno total de Bothropoides insularis apresentou diminui¢do da viabilidade
celular pelos métodos de reducao do MTT e liberagdo de LDH, essa substancia foi estudada
quanto ao tipo de morte celular, nas concentragdes acima da ICsy, que apresentaram um maior

potencial de citotoxidade.
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5.2.1 Detecgao da externalizacdo de fosfatidilserina e da perda de permeabilidade de

membrana

Para determinar as alteragdes induzidas por BiVT nas células MDCK, foi realizada a
deteccao da externalizacao de fosfatidilserina e da perda de permeabilidade de membrana por
citometria de fluxo (FACS) utilizando Anexina V-FITC e iodeto de propideo (PI) como
marcadores.

Foi observado que a maior parte das células tratadas com BiVT foi marcada unicamente
por Anexina V-FITC em baixas concentragdes (18 e 36 pug/mL) (Figura 20, Figura 21A).
Observou-se que a percentagem de células marcadas com anexina V diminuiu com o aumento
da concentragdo do veneno estudada (72 pg/mL) (Figura 20 , Figura 21B). Observa-se uma
alta porcentagem de células marcadas com iodeto de propideo, caracterizando células com
perda de permeabilidade de membrana (Figura 20, Figura 21B). Em altas concentragdes,
também foi observada uma marca¢do dupla de Anexina V-FITC e PI, representando
evidéncias de um processo de morte celular por apoptose incompleto que culminou em
necrose (Figura 20, Figura 21C). Na figura 20C, observa-se que a percentagem de células
marcadas duplamente foi significativamente maior na maior concentragao testada (72 pg/mL).

As culturas ndo tratadas foram utilizadas como controle negativo, e culturas tratadas

com ciclofosfamida (200pg/mL) utilizadas como controle positivo na indugdo de apoptose.
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Figura 20. Avaliacdo do potencial apoptotico do veneno da serpente Bothropoides insularis sobre células
MDCK. Representagdo da marcacdo simultdnea de Anexina V-FITC e iodeto de propidio (PI). Quadrante
inferior esquerdo: células viaveis (ndo-marcadas); quadrante inferior direito: células marcadas com Anexina

V; quadrante superior esquerdo: células marcadas apenas com PI; quadrante superior direito: células marcadas

N Controle Positivo - Controle Negativo
0.8 10,69 1.56 2 13
{ 58,88 29,62 = 1.85
: e
o BIVT 18 pg/mL BiVT 36 ug/mL
1,30 2.56 0,36 4,44
<
Ee 6,03 532,63
= o - 10° 10°* [
BiVT 72pg/mL
15,51 12,04

Marcagido Pl

Marcacao Pl + Anexina V-FITC

Células viaveis

Marcacio Anexina VFITC

59

Marcacao Anexina V-FITC

duplamente com PI e Anexina V-FITC. Controle positivo foi tratado com ciclofosfamida 200pg/mL.
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Figura 21. A) Porcentagem de marcagio das células MDCK com Iodeto de propidio. B) Porcentagem
de marcagdo de células marcadas com Anexina V-FITC. C) Porcentagem de células marcadas com
Anexina V-FITC + PI. Os dados foram expressos como média + E.P.M. (n=5) e analisado por

ANOVA, com pos-teste de Bonferroni e Teste t de Student, *p < 0,05.
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5.2.2 Avaliagao do potencial transmembranico mitocondrial

Nesse ensaio, as células foram incubadas com rodamina 123 (Rho 123), corante
fluorescente especifico que se acumula especificamente no espaco intermembrana
mitocondrial de células viaveis. Em células apresentando reduc¢ao do potencial de membrana
mitocondrial, que ¢ uma caracteristica indicativa da ocorréncia de apoptose pela via
intrinseca, ocorre uma reducao do acumulo de Rho 123, havendo uma emissdo menor de
fluorescéncia na organela.

A andlise do potencial de membrana mitocondrial foi avaliada em citometria de fluxo,
com as células MDCK tratadas com BiVT na concentragdo de 36 ug/mL. A figura 22 A
mostra as células do grupo controle negativo, tratadas com PBS. BiVT causou uma
diminui¢do do potencial de membrana mitocondrial das células MDCK, observado pelo
deslocamento da curva de histograma para a esquerda (Figura 22 B). Além disso, as células
MDCK apresentaram-se com tamanho reduzido aumento da granolulosidade, quando em
compara¢do com o grupo controle. A figura 22 C demonstra as células do grupo controle

positivo tratadas com 3,12ug/mL de doxorrubicina.
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Figura 22. Avaliagdo do potencial transmembanico mitocondrial em células MDCK tratadas com veneno
da serpente Bothropoides insularis. A esquerda: Caracteristicas de tamanho (FSC) e de complexidade
interna ou granulosidade (SSC) dos diferentes grupos experimentais; a direita: Representacdo da emissao
de fluorescéncia dos diferentes grupos experimentais. A) Grupo controle negativo (células tratadas com
PBS). B) Grupo tratado com 36 pg/mL de veneno de Bothropoides insularis. C) Grupo controle positivo,
tratado com doxorrubicina (3,12 pg/mL). A andlise estatistica dos dados qualitativos é feita segundo

modelo estatistico de Kolmogorov-Smirnov.
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5.3 Avaliacéo da expresséo génica

Tendo em vista os resultados acima apontando para a ocorréncia de apoptose nas
menores concentragdes, avaliamos a expressdo de genes envolvidos na morte celular por
apoptose. Foi observada a expressdo das caspases (caspase 3 e 8). Para tal finalidade as
c¢lulas MDCK foram tratadas com o veneno de B. insularis (4,5 ¢ 9 ug/mL). Verificamos que
em ambas as concentragdes avaliadas ndo houve expressdo significativa para nenhuma das

caspases em estudo quando comparada ao grupo controle (Figura 23 e 24).
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Figura 23. Efeito do veneno total da serpente Bothropoides insularis sobre a expressdo relativa da
caspase - 3 em células MDCK em 24 horas. O grupo controle positivo foi tratado com doxorrubicina

(3,12 pg/mL).
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Figura 24. Efeito do veneno total da serpente Bothropoides insularis sobre a expressdo relativa da
caspase - 8 em células MDCK em 24 horas. O grupo controle positivo foi tratado com doxorrubicina

(3,12 pg/mL).
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6. DISCUSSAO

Os rins sdo oOrgdos importantes para manutengdo do equilibrio corporal,
possuem diferentes regides anatdomicas compostas por células de caracteristicas distintas. Os
ensaios com culturas celulares podem promover um maior entendimento da toxicidade de
diferentes compostos (OLIVEIRA, et al., 2002). Em relagdo a pesquisa com venenos de
serpentes, particularmente os estudos de nefrotoxicidade, os ensaios com cultura celular
permitem que seja avaliado um possivel efeito toxico direto em um curto periodo de tempo
(GIRON et al., 2005). A linhagem de células MDCK, células epiteliais renais do tabulo
distal, representam um tipo celular muito bem caracterizado em termos de propriedades
funcionais ¢ composi¢do molecular (COLLARES-BUZATO et al., 1994; 1998; PEIXOTO,
2003).

A Insuficiéncia Renal Aguda descrita por varios autores (RIBEIRO et al., 1998;
AIRD, 2002) ¢ a causa principal de mortes nos acidentes ofidicos (CASTRO, 2006;
QUEIROZ et al., 2008), mesmo ap6s o tratamento com soro antiofidico. Embora numerosos
estudos tenham avaliado os efeitos renais dos venenos de Bothrops, o mecanismo molecular
preciso permanece obscuro.

O veneno da Bothropoides insularis apresenta uma maior toxicidade clinica
quando comparado com outras espécies dos géneros Bothrops e Bothropoides. No entanto, a
toxinologia desse veneno ainda é pouco compreendida (LIRA et al., 2009; OLIVEIRA-
CARVALHO et al., 2009). O quadro clinico do envenenamento por B. insularis apresenta
manifesta¢cdes semelhantes aquelas apresentadas por outras serpentes do género Bothrops
(Barbosa et al., 2003), incluindo importantes efeitos locais como edema, necrose tecidual,
atividade coagulante, hemorragica, bem como comprometimentos sistémicos, dentre os quais
se destaca a insuficiéncia renal aguda (VALENTE et al., 2009).

Braga (2006) demonstrou em seus estudos que o veneno total da B. insularis
causou lesdo tubular e alteracdes dos parametros fisiologicas renais, como reducdo do
transporte tubular de eletrolitos e clearence osmotico. Tendo em vista todos os eventos
envolvidos no processo de injuria renal estudados por Braga (2006), estudou-se nesse trabalho
a agdo citotoxica in Vitro do veneno total da serpente Bothropoides insularis e sua fragao
PLA;.na tentativa de elucidar o mecanismo envolvido no processo de nefrotoxicidade.

Avaliamos o potencial citotoxico do veneno utilizando cultura de células tubulares
renais (MDCK), que constituem uma linhagem de células bem estabelecida, com

caracteristicas morfoldgicas e funcionais semelhantes as células do tibulo coletor e/ou distal
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de mamiferos, constituindo um excelente modelo para avaliagdo de citotoxicidade in vitro
(COLLARES-BUZATO; CRUZ-HOFLING; SUEUR, 2002).

Para avaliacdo da atividade citotoxica do veneno sobre as células em estudo, foi
utilizado o método de reducdo do MTT. Essa técnica tem sido usada para verificar a
viabilidade celular através da avaliacdo de sua capacidade metabolica (MOSMAN et al.,
1983). Os resultados demonstraram que o veneno apresenta elevado efeito citotoxico,
caracterizado pela reducdo significativa da viabilidade celular em todas as concentragdes
estudadas quando comparado ao grupo controle.

Os resultados indicaram que o veneno de B. insularis ¢ citotoxico para a cultura
de células tubulares MDCK, estando de acordo com os resultados de Braga et al. (2006), onde
foi demonstrado, através de ensaios de perfusdo em rim isolado de rato, o aparecimento de
alteragdes fisioldgicas e histologicas indicativas de dano tubular.

Viérios autores concordam que a agdo proteolitica dos venenos botropicos tem um
importante papel citotoxico em varios tipos celulares (DAMICO, 2007; GUTIERREZ;
LOMONTE, 1995). Estudos prévios demonstraram que o veneno de Bothropoides insularis
apresenta uma intensa atividade proteolitica (BARBOSA et al., 2003; VALENTE et al.,
2009), podendo desta forma, provocar efeitos deletérios no epitélio tubular renal. Isso poderia
também ocasionar a perda da fun¢do de transporte das células epiteliais renais, diminuindo
dessa forma o transporte de eletrélitos.

Como citado anteriormente, o veneno de B. insularis apresenta em sua
composicdo grande concentracdo de metaloproteinases, que, em muitos casos, estdo
envolvidas no efeito citotoxico de venenos botropicos, através de protedlise da matriz
extracelular, interrupcdo da adesdo célula-matriz e indu¢do de apoptose em linhagens de
células endoteliais (FOX; SERRANO, 2005). A metaloproteinase do veneno de B. asper, em
estudo realizado por Brenes et al. (2010), apresentou potencial apoptotico sobre células
endoteliais e tumorais, além do aparecimento de alteragdes celulares indicativas de tipos
alternativos de morte celular, como autofagia e anoikis. O efeito citotoxico sobre células
MDCK ¢ também verificado na peconha de B. moojeni (COLLARES-BUZATO et al., 2002),
da qual ja foram isoladas diferentes fragdes com atividade metaloproteinase, que podem estar
envolvidas nesse efeito citotoxico (GOMES et al., 2009; AKAO et al., 2010, 2011).

Nascimento et al. (2007) avaliaram a citotoxicidade da pegonha de Bothrops
alternatus em células MDCK e também verificaram reducdo da viabilidade celular. Ao

estudarem o mecanismo de morte celular, verificaram que a peg¢onha induziu morte
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predominantemente por necrose € possivelmente através da acdo das espécies reativas de
oxigénio.

A citotoxicidade de venenos botropicos foi também demonstrada em outras
linhagens celulares, observado em estudos feito por Jorge et al., (2011), onde o veneno da B.
pauloensis, B. diporus e B. pirajai apresentam atividade citotoxica em células tumorais, sendo
0 mecanismo citotoxico relacionado tanto a necrose como apoptose.

No presente trabalho a PLA, isolada do veneno de B. insularis ndo causou
nenhuma reducdo na viabilidade das células MDCK nas concentragdes estudadas quando
avaliadas pelo método do MTT, indicando a auséncia de efeito citotoxico direto dessa
substancia sobre essa linhagem celular. Estudos realizados por Braga (2006, 2008),
demonstraram que rins de rato perfundidos com essa fracdo causaram elevacdo dos
parametros vasculares e funcionais renais, com alteracdes do transporte tubular de eletrolitos e
focos de lesdo tubular aguda. Isso pode ser devido a ocorréncia de efeito nefrotoxico indireto,
a partir da acdo sobre células endoteliais € mesangiais, induzindo a liberacao de mediadores
inflamatorios, como metabdlitos do acido araquiddnico e citocinas como interleucinas e fator
de necrose tumoral (Pinto, 1998). Diversos estudos relatam a a¢do inflamatoria de PLA,
derivadas de venenos de serpente, com estimulo da liberacao de IL-1 ¢ TNF por macrofagos
(Teixeira et al., 2009). Essa ac¢do seria dependente ou ndo da atividade catalitica dessas
enzimas.

A resposta a injaria de células tubulointersticiais em muitas formas de doenca
renal incluem alteragdo no numero celular (alteragdo na relagdo morte/proliferacdo celular) e
hipertrofia (SHANKLAND; WOLF, 2000). Diferentes padroes de morte celular podem estar
envolvidos no processo de citotoxicidade induzida por venenos. O conhecimento do
mecanismo citotoxico dessas substidncias ¢ de grande importidncia no entendimento da
fisiopatologia dos acidentes ofidicos e de suas complicagdes sistémicas. A elucidacdo desses
mecanismos permite a interferéncia em alguns pontos de suas vias de sinalizagdo e auxilia o
desenvolvimento de farmacos e estratégias terapéuticas mais eficazes (GARCIA; LEWIS,
2003).

O papel da apoptose estd bem definido no desenvolvimento renal normal,
entretanto, sua participagdo na insuficiéncia renal aguda (IRA) ndo esta totalmente
esclarecida. Existe forte evidéncia, baseada em achados moleculares, que apontam a
importancia da apoptose na patogénese da IRA (Basile et al., 1997).

A apoptose, conhecida como morte celular programada, ¢ caracterizada como uma

resposta celular que ndo envolve uma resposta inflamatdria associada. As células envolvidas
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nesse processo apresentam caracteristicas morfologicas e funcionais especificas, como
fragmentacdo de DNA, perda de potencial transmembranico mitocondrial, externalizagao de
fosfatidilserina, perda de permeabilidade de membrana, entre outros (LEYTIN, 2011). Essas
caracteristicas sdo amplamente utilizadas na avalia¢ao do tipo de morte celular envolvida em
diversas condicdes fisiologicas e patologicas.

Para determina¢dao do mecanismo de citotoxicidade do veneno de B. insularis
sobre células MDCK, algumas dessas caracteristicas foram avaliadas por citometria de fluxo.
A citometria de fluxo ¢ um método de anélise de particulas, as quais passam individualmente
por um feixe de luz, permitindo a verificagdo de diversos parametros, tanto morfologicos
quanto funcionais, a partir da ocorréncia de dispersao da luz e emissdo de fluorescéncia de
comprimento de onda especifico.

Para avaliagdo da externalizagdo de fosfatidilserina pela membrana celular, as
células tratadas com a substancia em estudo foram incubadas com Anexina V marcada com
FITC. Quando o sinal de morte celular ocorre, a fosfatidilserina ¢ translocada para a face
externa da membrana. A exposicdo da fosfatidilserina parece comecar durante as fases
precoces da apoptose — enquanto a membrana celular continua intacta — até os estagios finais,
nos quais a célula se fragmenta, formando os corpos apoptoticos (ENGELAND et al., 1998).
Dessa forma, a externalizacao da fosfatidilserina e a ligagdo de anexina V sdo evidéncias de
apoptose (MOCHIZUKI et al., 2004). A fosfatidilserina no folheto externo na membrana
plasmatica exerce a sinalizacdo para a fagocitose, impedindo a lise celular e a liberagdo de
antigenos intracelulares, evitando uma resposta inflamatoria.

Adicionalmente, as células foram submetidas a marcacao com iodeto de propidio
(PI) isoladamente ou em conjunto com a Anexina V-FITC. O PI é um corante vital que se liga
ao DNA das células, mas ndo ¢ capaz de penetrar em membranas celulares integras. O
aparecimento de células marcadas unicamente com PI ¢ indicativo de necrose, haja vista que
nesse processo ocorre perda da integridade de membrana. No entanto, células em apoptose
tardia sdo marcadas por anexina V e PI, estando no estagio final de desintegragdo celular.

O presente estudo demonstra que o veneno de B. insularis levou a uma marcagao
dependente de concentragdo. Em concentracdes mais baixas, observou-se que a maioria das
células foi marcada quase unicamente com anexina V-FITC, demonstrando indicios de
processo apoptotico. No entanto, na maior concentracdo estudada, foi encontrada uma maior
marcagdo dupla de anexina V-FITC e PI, indicando que grande parte das células desse grupo
encontra-se em apoptose tardia. Adicionalmente, essa concentracdo também apresenta grande

numero de células marcadas unicamente com PI, sugerindo que o veneno em altas
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concentragdes pode levar a perda de integridade de membrana, processo sugestivo de morte
por necrose.

Diversos trabalhos demonstram que o tipo de morte celular estd diretamente
relacionado a intensidade e ao tempo do estimulo. O inicio do processo necrético pode
depender da concentragdo do composto usado e da duragdo do tratamento, considerando que a
indugcdo de necrose ¢ uma resposta tardia relativa ao acontecimento da apoptose. Assim
eventos intracelulares que levam a apoptose e necrose podem ocorrer seqiiencialmente, onde
numa concentragdo relativamente baixa do composto pode ocorrer colapso do potencial de
membrana mitocondrial e posteriormente, usando uma maior concentragdo, ocorre
rompimento de membrana plasmatica, levando ao processo necrdtico (ROY, 2006). Um
exemplo ¢ o efeito citotoxico da gentamicina sobre células tubulares proximais, onde foram
observadas alteracdes indicativas de apoptose em baixas concentragdes, enquanto altas
concentragdes promoveram necrose com ruptura de membrana (SERVAIS et al., 2005).

Para avaliar a integridade de membrana no processo de morte celular, foi
realizado o teste de citotoxicidade in vitro pela medida da liberagdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH). A liberagcdo dessa enzima, normalmente localizada no citoplasma, ¢
indicativa de ruptura da membrana celular.

A perda da integridade da membrana celular ¢ caracteristica de necrose, que
envolve vérios eventos que culminam numa resposta inflamatoria a lesdo, como clivagem de
componentes celulares, quimioatracdo de células apresentadoras de antigenos e liberagcdo de
material citoplasmatico. A deteccdo da liberagdo desses componentes, como a enzima LDH,
pode prover informagdes importantes sobre o mecanismo de lesdao celular (MCHUGH;
TURINA, 2006).

No presente trabalho, foi verificada a liberagdo da enzima LDH nos grupos
tratados com o veneno de B. insularis, sendo observado que as maiores porcentagens de
liberacao dessa enzima ocorrem a partir do grupo tratado na concentracao de 50 pg/mL. Esse
resultado pode caracterizar o aparecimento de células em apoptose tardia.

Collares-Buzato et al. (2002), ao estudarem a citotoxicidade do veneno de
Bothrops moojeni, observaram que a pegonha induziu citotoxicidade nas células MDCK, com
aumento da liberagdo de LDH, indicativo de morte celular por necrose, € comprometimento
da interacdo célula-matriz. Por outro lado, estudos de Souza (2010), observaram que o veneno
da Bothropoides erythromelas, induziu citotoxicidade em células MDCK, sem a liberac¢do da

enzima LDH, indicando que ndo houve ruptura da membrana celular. Como a perda da
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integridade da membrana ¢ acompanhada pelo aumento da liberagdo de LDH, sugerindo que a
morte celular foi conseqiiéncia de apoptose e ndo de necrose.

Krysko et al. (2008) afirmam que células apoptoticas que ndo sdo fagocitadas em
tempo habil podem apresentar diversas caracteristicas de células necroticas, processo
conhecido como apoptose tardia. Como o experimento em questdo foi realizado utilizando
células isoladas em cultivo, que, portanto, nao estdo na presenca de fagocitos, pode-se inferir
que a liberagcdo de LDH pode ser devido a ocorréncia desse processo. Esses dados corroboram
com o resultado encontrado nos métodos de citometria de fluxo, onde foi encontrada uma
marcagdo concomitante de anexina V e iodeto de propidio, em grupos tratados em faixa de
concentragdo proxima aquela na qual foi visto a maior taxa de liberacao de LDH.

A liberagdo da enzima LDH, também foi determinada nos grupos tratados com a
PLA, extraida do veneno da B. insularis (Fragdo Asp 49). No entanto, ndo foi observada
liberagdo significativa de LDH em relag@o ao grupo controle (ndo tratado), indicando que nao
houve ruptura da membrana celular. Esses resultados corroboram com os resultados do ensaio
de MTT com a mesma fracdo, ndo sendo observada reducdo significativa na viabilidade
celular de células tratadas com a PLA; da serpente B.insularis nas concentragdes estudadas.

Souza (2010) observou em estudos feitos com a Fragdo PLA, (Fracdo Lys 49 e
Asp 49) de B. erythromelas, que a fracdo Lys 49 apresentou liberagdo estatisticamente
significante de LDH sugerindo que a morte celular é conseqiiéncia de necrose e ndo de
apoptose. Enquanto, na fracdo Asp 49, ndao foi observada liberacdo estatisticamente
significativa de LDH em relagdo ao grupo controle.

A literatura descreve duas vias distintas de indu¢do de apoptose: via intrinseca (ou
mitocondrial) e via extrinseca (ou citoplasmatica). A primeira ¢ induzida principalmente apos
a ocorréncia de dano irreversivel ao DNA celular, como um mecanismo de prote¢ao ao
aparecimento de mutacdes. A via citoplasmatica tem como inducdo principal a redugdo
drastica da sintese de ATP e ao aumento da concentragdo intracelular de espécies reativas de
oxigénio (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

O estudo do efeito citotoxico de venenos de serpente também deve se voltar a
elucidagdo da via de inducdo apoptdtica envolvida, haja vista que esse conhecimento pode
gerar informagdes importantes para desenvolvimento de estratégias terap€uticas que reduzam
o dano renal causado pelo envenenamento botrdpico.

A via mitocondrial (intrinseca) ¢ freqlientemente ativada em resposta a danos ao
DNA, envolvendo a ativagdo de um membro pro-apoptotico da familia Bcl-2 (Bax, Bid), com

envolvimento de alteragdes de permeabilidade de membrana mitocondrial e liberagdo do
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citocromo ¢ para o citosol, que se liga a Apaf-1 e pro-caspase-9, formando o complexo
apoptossomo. A caspase-9 ativa (iniciadora) pode entdo clivar as caspases efetoras -3, -6 e -7
(SALVESSEN, 2002), resultando na mediacdo e amplificacdo dos sinais de morte celular e,
eventualmente, na execucdo da morte celular com todas as caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas normalmente observadas na apoptose (DENAULT, 2002).

Um importante marcador de morte celular por apoptose (via intriseca) ¢ a
diminuicdo do potencial de transmembranico mitocondrial. O aumento da permeabilidade da
membrana mitocondrial, que poder ser consequéncia de varios fatores, ¢ considerado um
indicador de dano mitocondrial e ¢ geralmente definido como um estagio inicial de apoptose
(SMAILI et al., 2003). A citometria de fluxo pode ser usada para estimar o potencial
transmembranico em mitocondrias isoladas e in situ, quando na presenca de corantes
cationicos lipofilicos como a Rodamina 123 (Rho 123) (SHAPIRO 1988; 2000; BERNARDI
etal., 2001; FULLER & ARRIAGA, 2003).

A Rodamina 123 ¢ um corante lipofilico cationico fluorescente que se distribui no
compartimento mitocondrial, emitindo fluorescéncia verde, medida na regido de 530 nm, que
¢ proporcional a quantidade absoluta de Rhol123. Assim, a redu¢do na fluorescéncia esta
relacionada com a despolarizagdo, ou seja, a perda do potencial da membrana mitocondrial
interna (LOPEZ-MEDIAVILLA et al., 1989; HEIDEN, et al., 1997, VERMES et al., 2000;
MEDINA et al., 2002; SARIS, et al., 2004; LECOUER, et al, 2004).

Considerando o grupo tratado com 36 pg/mL de veneno de B. insularis foi o que
apresentou maior porcentagem de marcacdo com Anexina V-FITC, esse foi o escolhido para
avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial pelo teste da Rho123. Como resultado, foi
demonstrada uma significante despolarizagdo mitocondrial, observada no histograma pelo
deslocamento da intensidade da fluorescéncia verde para a esquerda. Esse deslocamento ¢
outro importante indicio de morte celular por apoptose. Além disso, a analise das células em
citometro também evidenciou diminui¢do de tamanho (FSC) e aumento da granulosidade
celular (SSC), eventos bem caracteristicos de apoptose.

A literatura relata que as peconhas ofidicas causam apoptose em uma variedade de
células (SUHR; KIM, 1996), e esse efeito ¢ mediado por componentes como LAAO (ANDE
et al.,2006; ALVES et al., 2008; NAUMANN et al., 2011), metaloproteinases (GUTIERREZ
et al., 2005; MOURA-DA-SILVA, et al., 2007) desintegrinas (SELISTRE-DE-ARAUIJO et
al., 2005) e fosfolipases A, (HIGUCHI et al., 2008; GUTIERREZ ; OWNBY, 2003).

A apoptose ¢ um programa de morte celular extremamente regulado e de grande

eficiéncia, que requer a interacao de inimeros fatores. As alteragdes morfologicas observadas
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sao consequéncia de uma cascata de eventos moleculares e bioquimicos especificos e
geneticamente regulados (SARASTE; PULKKI, 2000).

Diversos estudos comprovam o envolvimento de componentes dos venenos de
Bothrops e Bothropoides em processos apoptdticos, como os venenos das serpentes
Bothropoides jararaca, Bothrops asper e Bothrops atrox (DIAZ et al., 2005; LAING et al.,
2005; MORA et al., 2005; TANJONI et al., 2005; MORA et al., 2006; ALVES et al., 2008;
JIMENEZ et al., 2008).

Diversos genes estdo envolvidos no controle da apoptose por meio da sintese de
proteinas que podem funcionar como indutoras ou inibidoras (Hale et al, 1996). A
superfamilia de proteinas conhecida como Bcl-2 compreende membros pro-apoptoéticos (Bax,
Bid e Bak) e anti-apoptéticos (Bcl-2 ,Bel-XL e Mcl-1), sendo responsdveis pela
inativagdo/ativagdo das caspases iniciadoras (Caspase -8 € -9) e ativadoras (Caspases -3 e -7).
A interagdo dos produtos da expressdo desses genes com estimulos externos determina a
ocorréncia ou ndo de apoptose (ALVES et al., 2004).

A homeostasia ¢ mantida pelo controle da quantidade de proteinas antiapototicas e
pré-apoptdticas (PETROS; OLEINICZAK, 2004). Os membros anti-apoptéticos da familia
Bcl-2, como Bcl-2, Bel-XL e Mcl-1, inibem a apoptose por prevencdo da liberagdo de
citocromo ¢ (HENGARTNER, 2000). A expressao desses genes € capaz de inibir a geracao de
espécies reativas de oxigénio (EROS) e a acidificagdo intracelular, bem como estabilizar o
potencial de membrana da mitocondria (PECINA-SLAUS, 2010). Os membros apoptoticos,
como Bax, Bid e Bak, promovem a apoptose através da interagdo celular, ativando a
expressao de caspases iniciadoras e ativadoras.

As caspases pertencem a familia das cisteinas proteases e sinalizam a indu¢do de
apoptose levando a condensacdo e fragmentacdo nuclear, externalizagcdo de fosfolipidios de
membrana que irdo sinalizar a morte celular aos macrofagos, induzindo a fagocitose dessas
células (BOATRIGHT; SALVESEN, 2003). As caspases iniciadoras, caspases 8, 9 ¢ 10
conduzem a ativacdo proteolitica das caspases efetoras, como caspases 3, 6 ¢ 7. Estas por sua
vez, clivam proteinas vitais, iniciando e executando a fase de degradacao celular (LING et al.,
2005).

Para avaliar a expressdo dos genes envolvidos no processo de morte celular
programada apos incubagdo com o veneno de Bothropoides insularis, o RNA total das células
MDCK foi extraido e, apos a sintese do cDNA, foi realizada a reacdo de RT-PCR utilizando
primers especificos. Foram estudados a expressao dos genes pro-apoptoticas: Caspase -3 ¢ a

Caspase -8.
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No presente trabalho, ndo foi observada a inducdo de nenhum dos genes
estudados em relacdo ao grupo controle, tratado com doxorrubicina. Os resultados obtidos
contrastam com os resultados observados pela citometria de fluxo. Isso pode ser devido a
inducdo precoce de apoptose pelo veneno de B. insularis, ndo havendo, apos 24 horas,
quantidade suficiente de RNA intacto necessario para verificacdo da indugdo génica.

Varios estudos avaliam que a observagdo da expressdo de genes apoptoticos e
anti-apoptoticos, estd diretamente relacionada com o tempo de incubacdo da substancia.
Muitas dessas substancias apresentam um aumento significativo na expressdo desses genes
nas primeiras horas de incubagéo (3, 6 ¢ 9 horas) (YANG et al., 2005; IP et al., 2008).

A expressao de genes apoptdticos e anti-apoptoticos também esta diretamente
relacionada com a composi¢do do veneno. Diaz et al (2005) demonstrou  que
metaloproteinases de venenos de serpentes induzem apoptose em células endoteliais nas
primeiras horas de incubagdo, apresentando uma maior expressao de genes envolvidos nessa
processo apos 6 horas de incubagdo. Segundo Valente et al., (2009), o veneno da serpente B.
insularis apresenta a fracdo metaloproteinase em maior concentragdo do que outras fragdes
presentes na composi¢ao toxica do veneno, isso pode justificar por tanto a ndo expressdo dos
genes estudados no tempo de 24 horas. Além disso, alguns venenos de serpente possuem em
sua composicdo ribonucleases (RNases) (MAHALAKSMI; JAGANNADHAM; PANDIT,
2000; DHANANJAVA; SOUZA, 2010), o que pode dificultar o processo de extracdo de
RNA e, consequentemente, o estudo de expressao génica.

Estudos adicionais podem ser realizados, no sentido de incubar as células com
BiVT por menores periodos de tempo, para verificar a indu¢ao génica tempo-dependente.
Outra possivel abordagem experimental ¢ o fracionamento do veneno, para elucidagdo da
substancia responsavel pelos efeitos observados, sem a interferéncia dos demais componentes.

Através dos resultados obtidos, verificamos que o veneno de B. insularis exerceu
efeitos citotoxicos nas células tubulares renais MDCK, como indugdo de morte celular,
alteracdo da integridade da membrana plasmatica, externalizacdo de fosfatidilsserina e
alteracdes no potencial de membrana mitocondrial. Estes achados podem constituir aspectos
importantes do mecanismo de nefrotoxicidade mediado pelo veneno de B. insularis. Além
disso, podemos supor que esse efeito nao foi devido a sua fracdo PLA,.

Dessa forma, nossos resultados sugerem uma acdo nefrotdxica direta do veneno,
que pode estar relacionada a mecanismos apoptoticos. Estudos futuros sdo necessarios, na
tentativa de investigar outros pardmetros que possam estar envolvidos nos mecanismos de

nefrotoxicidade desse veneno. Estudos mais detalhados com as fragdes do veneno, também
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sao de extrema relevancia para definir qual dessas fracdes estaria mais envolvida na

fisiopatologia das lesdes renais.
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7. CONCLUSAO

O veneno de Bothropoides insularis exerceu um efeito citotéxico em cultura de células
tubulares renais MDCK. Os resultados encontrados nesse estudo demonstram que a
citotoxidade induzida pelo veneno, esta relacionada possivelmente ao mecanismo de morte
por apoptose, de forma concentracdo dependente. Essa acdo pode também esta relacionada
com a via intriseca de apoptose, onde observamos despolarizagdo do potencial de membrana
mitocondrial.

Nas menores concentragdes estudadas o veneno de Bothropoides insularis induziu
morte por apoptose, no entanto ndo houve expressao significativa dos genes pro-apoptoticos
estudados. Esses resultados provavelmente estdo diretamente com o tempo de incubagdo da

substancia em estudo.
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