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RESUMO
EFEITO DA MICROCISTINA-LR EM RIM E INTESTINO ISOLADOS
E NA SECRECAO DE INSULINA. Arlandia Cristina Lima Nobre. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina, Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, Universidade Federal do Ceara, 2003. Orientadora Helena Serra
Azul Monteiro.

A microcistina-LR é uma toxina de cianobactéria amplamente distribuida nos
reservatorios de dgua e que representa grande risco para a salde de animais e
humanos. Neste trabalho avaliou-se o efeito da microcistina-LR em anel de
aorta isolado de rato nas doses de 1,3, 10, 30, 100 e 300 ng/mL, os efeitos
renais induzidos por sobrenadante de macrdfagos estimulados com esta toxina
(1pg/mL), o efeito secretario induzido por microcistina-LR (1pg/mL) e
sobrenadante de macrofagos ativados em alca isolada e perfusdo intestinal,
alem da atividade antimitética e teratogénica da microcistina-LR em ourico do
mar, assim como, a atividade na secrecdo de insulina utilizando ilhotas de
Langerhans isoladas. Observou-se que a toxina ndo exerceu nenhum efeito no
modelo de anel de aorta isolado nas doses utilizadas. Por outro lado, o
sobrenadante de macrofagos estimulados com microcistina mostrou-se capaz
de alterar de modo significante p<0,05), a pressdo de perfusdo, resisténcia
vascular renal, fluxo urinario, ritmo de filtracdo glomerular, percentual de
transporte de sodio e percentual de transporte proximal de sodio e potassio no
modelo de rim isolado. Os bloqueadores farmacologicos, ciclohexamida (10’
'M), dexametasona (10 'M) e quinacrina (10’5M) bloquearam a maioria das
alteracOes renais observadas, enquanto talidomida (1,5x105M) reverteu apenas
o efeito na resisténcia vascular renal. Estes resultados sugerem que macrofagos
estimulados com microcistina-LR liberam mediadores capazes de promover
nefrotoxicidade in vitro. Evidenciou-se também que a microcistina-LR assim
como, 0 sobrenadante de macrofagos™ estimulados com esta toxina, induzem
secrecdo de agua e de eletrolitos (sodio, potédssio e cloreto) de modo
semelhante a toxina da colera, em alga isolada e perfuséo intestinal. Por outro
lado, a toxina ndo provocou nenhuma alteracdo no desenvolvimento
embrionario de'ourico do mar Lytechinus variegatus, entretanto, mostrou-se
capaz de potencializar a secrecdo de insulina induzida por glicose, associado a
provavel apoptose das células |3 pancreéticas. Portanto, os dados deste trabalho
sugerem que macréfagos estimulados com microcistina-LR, induzem a
Liberacdo de mediadores protéicos, capazes de provocar nefrotoxicidade e
secrecdo intestinal. Ademais, a toxina é capaz de atuar na secre¢do de insulina
provavelmente pelo aumento do influxo de calcio.

Palavras-chave: Microcistina-LR, macrdfagos, nefrotoxicidade, secrecéo
intestinal, secrecdo de insulina.
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ABSTRACT

THE EFFECTS MICROCYSTIN-LR IN THE ISOLATED KIDNEY
AND INTESTINE AND INSULIN SECRETION. Arlandia Cristina Lima
Nobre. Doutorai Thesis - Medicine Faculty - Federal University of Ceara,
2003.

Microcystin -LR is a toxin produced by ffeshwater cyanobacteria wildly
spread in water reservoirs, representing a health risk to animais and humans. In
this work it was investigated the effects of mycrocystin-LR (MCLR) in the
isolated aorta rings using the doses of 1,3, 10, 30, 100 and 300 ng/mL,; the
renal effects of the supernatant from macrophages stimulated by this toxin (1
pg/mL); intestine water and electrolytes secretion induced by MCLR (1
pg/rnL) and by the supernatant of activated macrophages in isolated loop and
Isoiated perfused intestine; the antimitotic and theratogenic activity of MCLR
in sea. urchin Lytechinus variegates eggs; as well as insulin secretion using
Isoiated Langerhans islets. It was observed that microcystin-LR did not cause
any alteration in the isolated aorta rings method. On the other hand, the
supernatant of MCLR activated macrophages altered significantly (<0,05)
the renal perfusion pressure, renal vascular resistance, urinary flow, glomerular
filtration rate, the percentage of sodium tubular transport and the percentage of
proximal sodium and potassium tubular transport afiter using the isolated
perfused rat kidney method. Cycloheximide (10% M), dexamethasone (105 M)
and quinacrine (107 M) blocked almost all renal alterations promoted by
microcystin, while thalidomide (1.5 x 10% M) reverted only the effects in renal
vascular resistance. These results suggest that microcystin-LR induced
activated macrophages to liberate some mediators, which promoted in vitro
nephrotoxicity. It was aiso demonstrated that microcystin-LR and the
supernatant of macrophages stimulated by this toxin induced water and
electrolytes (sodium, potassium and chloride) intestine secretion in a similar
pattern to cholera toxin, using isolated loop and intestine perfusion.
Microcystin-LR did not altered the embryonic growing rate of the sea urchin
Lythechinus variegates eggs and larva! stage, however, it was able to increase
glucose induced insulin secretion associated to pancreatic p cells apoptosis.
fherefore, these data suggest that macrophages, stimulated by microcystin-LR,
induced protein mediator release, which were able to cause nephrotoxicity and
intestine secretion. In addition, this toxin was capable to cause insulin
secretion of pancreatic cells, probably by the increase of calcium influx.

Keywords - microcystin-LR, macrophages, nephrotoxicyty, intestine secretion,
insulin secretion.
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1.INTRODUCAO

1.1. Cianobactéria

As cianobactérias sdo organismos extremamente antigos,
considerados os primeiros colonizadores da terra no curso da evolugédo
biolégica (SCHOPT, 1993), distribuidas em todo o mundo e que
frequentemente apresentam crescimento macico na superficie da agua,
resultando em danos extensivos a salde de animais e humanos, inclusive
morte (HOOSER e cols., 1989; FALCONER e cols, 1994).

As condicbes favoraveis para o desenvolvimento das
cianobactérias sdo aguas com temperatura entre 15 a 30° C, presenca de
vento suave, pH neutro a alcalino (entre 6 a 9), presenca de nutrientes
contendo nitrogénio e fosforo, produzidos por causas antropogénicas, entre
elas, poluigdo industrial, detritos, uso de detergentes e fertilizantes
(BRITTAIN e cols., 2000; BISCHOFF, 2001).

A anélise de amostras jde agua coletadas na Antartica nos
verdes de 1997 a 1999 mostrou a presenca das hepatotoxinas, nodurarina e
microcistina, demonstrando que espécies produtoras de toxinas também
podem ser encontradas sob essas condi¢es ambientais (HITZFELD e cols.,
2000).

As floracbes de cianobactérias (Figura 1), ja registradas em
diversos reservatorios, acudes, lagos e lagoas brasileiros, ocorrem em geral

cm ambientes eutrofizados, caracterizados pelo aumento de nutrientes



Figura 1-Florescéncia



dependentes de poluicdo. Costumam estar envolvidos em floragcdes 0s
géneros Microcystis, Anabaena, Oscillatoria, Aphanizomenon e, em casos
mais recentes, Cylindrospermapsis (BOUVY e cols., 1999).

As proliferaces excessivas (floracbes) em ambientes
aquaticos tém consequéncias negativas para esses ecossistemas, reducédo da
penetracdo da luz, aléem de odor e/ou sabor da agua desagradavel. Os
principais problemas, no entanto, decorrem das neurotoxinas e
hepatotoxinas que esses organismos produzem e liberam no ambiente com
efeitos farmacologicamente diferentes (FALCONER 1996).

A cianobactéria Anabaena produz um alcaldide neurotoxico
chamado anatoxina-a. Este composto atua como um agente bloqueador
neuromuseular pds-sinaptico, causando morte por paralisia respiratoria
progressiva dentro de minutos ou horas (CARMICHAEL e cols., 1979,
WHO, 1998).

Uma segunda neurotoxjna de Anabaena € um potente
anticolinesterasico chamado anatoxina-a (s). Os efeitos do envenenamento
sdo salivagdo excessiva e lacrimejamento com ataxia e diarréia. A sua
molécula é muito semelhante a de um inseticida organofosforado.

O terceiro grupo de neurotoxinas de Anabaena foi identificado
na Australia em 1994 e incluem saxitoxina, neosaxitoxina e uma série de

goniautoxinas, todas potentes alcaldides bloqueadores do canais de sddio



ue inibem a despolarizacdo axonal e dessa forma, a transmissao do
npulso nervoso (HUMPAGE e cols., 1994).

As hepatotoxinas de cianobactérias podem ser divididas em
0is grupos, peptideos ciclicos de Microcystis e Nodularia e alcalbides de
ylindrospermopsis raciborskii. Os peptideos ciclicos sdo um grupo de
eptapeptideos chamados microcistinas e pentapeptideos chamados
odularinas. A especificidade pelo 6rgdo depende largamente de dois
itores, a via pela qual a toxina entra no organismo e a habilidade das

elulas para absorver a toxina (CARMICHAEL, 1997).

2. Mierocistina

As microcistinas sdo uma familia de potentes peptideos
ixicos (DL 50 I.P. em camundongos 50-60 pg/mL/kg de peso corporeo)
BOTES e cols., 1985) produzidas por cianobactérias dos géneros
nabaena, Microcystis, Oscillatoria e Nostoc. S&o extremamente estaveis e
isistentes a hidrolise quimica ou oxidacdo em pH proximo ao neutro,
ntretanto, podem ser oxidadas pelo o0zonio e outros agentes e degradadas
sla intensa luz ultravioleta (UV) (Figura 2).

As microcistinas sdo heptapeptideos monociclicos constituida
I dois L-aminoé&cidos variaveis, leucina e arginina para a microcistina-LR,’
és D-aminoacidos, alanina, y acido glutamico e eritro-p-acido

etilaspartico e aminoacidos ndo usuais, N-metildehidroalanina e 3-amino-



Figura 2- Microscopia eletrénica da Microcystis
aeruginosa



9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetil-deca 4(E), 6(E)- acido diendico (Adda)
(NISHIWAKI-MATSUHIMA e cols., 1991), com peso molecular entre 0,9
e 1,0 KD (COELHO, 1998) (FIGURA 3).

Cerca de 60 variantes estruturais de microcistinas tém sido
caracterizadas (CARMICHAEL, 1997; SIVONEN; JONES, 1999). A
variacdo estrutural tem sido relatada em todos os sete aminoacidos,
entretanto ocorre mais frequentemente a substituicdo dos dois L-
aminoacidos varidveis das posicOes 2 e 4, e desmetilacdo do aminoacido da
posicdo 3 e/ou 7.

O Unico aminoacido hidrofobico, Adda (CARMICHAEL e
cols., 1988) e residuos de glutamina da molécula de microcistina-LR tém
importante papel na hepatotoxicidade das microcistinas (STOTTES e cols.,
1993). A porcdo 4(E),6(E) de Adda da estrutura da microcistina parece
importante na interagdo com as proteinas fosfatases, e dessa forma tem
relacdo com o potencial de promocao, de tumor desta toxina (NISHIWAKI-
MATSUSHIMA e cols., 1991).

As microcistinas sdo sintetizadas e mantidas nas células de
cianobactérias e, durante o envelhecimento das floracdes ou morte celular,
sdo liberadas na agua. Alguns processos de tratamentos de agua utilizados
na atualidade (floculacdo, sedimentacdo, filtragcdo em areia e adigdo de
cloro) causam danos as células das cianobactérias e em conseqiiéncia,

aumentam a concentracdo de toxinas no reservatorio, podendo acarretar



danos a saude de animais e humanos, com grandes prejuizos a sociedade,
sendo portanto, um problema de satde publica (HIMBERG e cols., 1989).
Sabe-se que as microcistinas sdo quimicamente estaveis
(HARADA, 1995; HARADA e cols., 1996) e se ndo forem diluidas, podem
persistir na agua por varios dias ou semanas (LAHTI e cols., 1997). Harada
(1995) sugeriu uma possivel via de detoxificagdo da microcistina através de
varios processos como diluicdo com massa de &gua ndo contaminada,
adsor¢cdo no material particulado, decomposicdo dependente de pH e

temperatura, fotdlise e degradacdo bioldgica.



1- D-ala: alanina

2- Leu: leucina

3- Masp: eritro-P-acido metilaspartico,

4- Arg: argenina

5- Adda: 3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetildeca-4,6-acido diendico
6- D-Glu: y acido glutamico

7- Mdha: N-metildehidroalanina

Figura 3- Estrutura da microcistina-LR. Peso Molecular: 995.2. 1
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A principal via de exposi¢do de animais a microcistina-LR é o
consumo oral de células de cianobactérias que possuem toxina intracelular
ou agua contendo a toxina dissolvida. ApoOs a ingestdo, a absorcdo da
microcistina ocorre nos intestinos, no jejuno por difuséo passiva, entretanto
pode ser preferencialmente absorvida no ileo devido a presenca de
carteadores especificos de acidos biliares (BISCHOFF, 2001).

Apesar da exposicdo por via oral ser a mais provavel, a
literatura mostra que a inalacdo também deve ser considerada. Falconer
(1996) relatou um episddio ocorrido na Australia de intoxicacdo associado
as floracdes de cianobactérias. A toxina entrou no organismo de um
esquiador de agua por via inalatéria, o qual apresentou um quadro de
dificuldade respiratéria severa. Aplicacdo intranasal de toxina de
cianobacteria tem sido demonstrada experimentalmente por ser equivalente
a injecdo intraperitoneal (FILTZGEORGE e cols., 1994).

As microcistinas acumplam-se em vertebrados aquaticos e
invertebrados, incluindo peixes (BEATTIE e cols.,, 1998), mexilhdes
(WATANABE'et al., 1997) e zooplancton (WATANABE e cols., 1992). O
envenenamento de animais por cianobactérias pode ocorrer por duas vias,
direto, através do consumo de células de cianobactérias presentes na agua
ou indiretamente, atraves do consumo de outros animais que tenham

alimentado-se de cianobactérias e acumulado cianotoxinas (WATANABE

et al., 1997).
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Atualmente, sdo consumidos produtos a base de algas nos
Estados Unidos, Canada e Europa por seus potentes efeitos benéficos,
incluindo aumento de energia e elevacdo do humor. Entretanto, durante a
coleta pode haver contaminagdo por microcistina acima dos niveis
aceitaveis (Ipg/g). Devido ao potencial risco de contaminagdo desses
alimentos por essa toxina, ¢ fundamental um aumento no controle, a fim de
se evitar um grave problema de saude publica (GILROY e cols., 2000).

A microcistina € absorvida por um mecanismo de transporte
multiespecifico de acidos biliares, o0 qual reconhece varios anions organicos
adicionais e também um grande numero de polipeptideos hidrofébicos
neutros (FRIMMER; ZIEGLER, 1988). O transportador hepatocelular é
aparentemente ndo somente responsavel pela absorcdo de &cidos biliares,
mas também pelo clearance de varios substratos (FRIMMER, 1982;
PETZINGER e cols., 1987). Um grande numero de diferentes compostos
entram no figado através de trapsporte mediado por carreador nos
hepatdcitos (FRIMMER; ZIEGLER, 1988).

Barany (1972; 1974) postulou a existéncia de um sistema de
transporte semelhante ao hepatico para a absorcdo de iodipamida no rim e
plexo coroide, o qual era inibido por acidos biliares.

O transportador de acidos biliares é encontrado no intestino,
figado e células renais (FALCONER e cols., 1992; RUNNEGAR e cols.,

1991; SAUVANT e cols, 2002). O mecanismo de transporte da
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microcistina nos tdbulos proximais renais parece ser semelhante ao das
celulas intestinais no ileo de rato, através da membrana de borda em
escova, enquanto no figado esse transporte ocorre através da membrana
sinusoidal, ambos associados ao transporte de sddio.

Estudos de afinidade revelaram entretanto, que os sais biliares
ligados a polipeptideos no ileo diferem marcadamente, com relacdo ao seu
peso molecular, das proteinas envolvidas no transporte de sais biliares no
hepatocito (BURCKHARDT e cols., 1987).

A incorporagdo de radioatividade na membrana de borda em
escova renal é comparavel aquela encontrada no ileo, ambos mostrando alta
radioatividade no polipeptideo de peso molecular aparente de 99 KDa, mas
ndo no jejuno. Parece que uma proteina de membrana idéntica estd
envolvida no co-transporte de sais biliares/Nat no rim e no ileo. Enquanto
na membrana sinusoidal de hepatdcitos é mediada por uma proteina de
membrana diferente (BURCKHARDT e cols., 1987).

A microcistina-LR é rapidamente excretada, 75% dentro de 12
horas, engquanto o restante em até 6 dias (GRUPTA, 1998). A excrecdo da
microcistina-LR pode ser feita pela bile, fezes (15%) e urina (9%). Nos rins
através da iiltracdo glomerular e secrecdo tubular. Presumivelmente, a
saturacdo das células do tubulo proximal pode resultar em acimuld da

microcistina-LR no orgédo (HEWITT e cols., 1991).
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1.3. Toxicidade da microcistina

As microcistinas exercem seus efeitos toxicos por interferir no
principal mecanismo de transducdo celular, isto é, a fosforilacdo reversivel
que é usada para o controle de uma ampla variedade de processos celulares
como contragdo muscular, divisdo celular, expressdo de genes,
metabolismo, memoéria (MUMBY; WALTER, 1993), canais i0nicos,
transcricdo e sintese protéica (LI; DAMUNI, 1994). As microcistinas,
produzidas por um complexo enzimatico multifuncional (KAEBERNICK e
cols., 2000), interferem com esse mecanismo de transducdo pela inibicao
da proteina fosfatase serina/treonina inibindo as subunidades cataliticas
tipo | (PP - Ic) e tipo 2A (PP - 2Ac) (HONKANEN e cols., 1990;
HARDIE, 1995; TILLETT e cols., 2000).

O figado tem sido considerado o alvo priméario, acumulando
50-70 % da dose de microcistina-LR total administrada por via intravenosa
(1.V.) e intraperitoneal (I1.P.) em experimentos animais (MERILUOTO e
cols., 1990, ROBINSON e cols., 1991). No intestino e nos rins tém se
observado acimulo de quantidade significante de microcistina-LR.

O efeito adverso predominante da microcistina-LR, que resulta
da fosforilacdo de proteinas, € a alteracdo do citoesqueleto e inclui
reorganizacdo de microfilamentos (FALCONER; YEUNG, 1992) fem
particular contracdo de actina, colapso de microtubulos (WICKSTROM e

cols., 1995) e filamentos intermediarios como remocao das citoqueratinas 8
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e 18 em torno do nicleo (FALCONER, 1993, RUNNEGAR e cols., 1993),
0 que acarreta em diminuicdo da adesdo célula-célula e invaginacdo na
membrana plasméatica (RADBERG e cols., 1991), observa-se ainda,
aumento do fluxo de calcio intracelular, incremento da atividade de
fosforilase a (RUNNEGAR e cols.,, 1987) e liberacdo de acido
araquidonico (NASEEN e cols., 1988).

A destruicdo do parénquima e células sinusoidais causam
hemorragia intra-hepatica letal e/ou insuficiéncia hepéatica. Microcistina
reduz a quantidade de citocromo P-450 e b5, o qual aumenta P-420,
corroborando com conclusdes que esta toxina interfere com a integridade e
funcdo da membrana (BROOKS; CODD, 1987).

A microcistina-LR induz deformidade, semelhante a dos
hepatdcitos, em experimentos com células intestinais isoladas
(FALCONER e cols.,, 1992). Hemorragia no intestino tambeém foi
observada em experimentos animais (GALEY e cols., 1987). Entretanto, 0s
efeitos no intestino ndo sdo tdo severos quanto os descrito no figado. As
celulas intestinais sdo expostas a altas concentragdes de microcistina-LR
apés exposicdo oral e a toxina entra no organismo presumivelmente,
transportada através destas células (DAHLEM e cols., 1989).

Lesdes e danos celulares tém sido observado no glomérulo e
nos tabulos (FIOOSER e cols., 1990). Nosso laboratorio demonstrou pela

primeira vez a capacidade da microcistina-LR induzir alteragdo dos
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parametros funcionais em rim isolado de rato, sugerindo a participacdo de
fosfolipase A2 e ciclooxigenase nessa toxicidade (NOBRE e cols., 1999;
2001). Estudos renais utilizando células de cianobactérias liofilizadas
tambeém revelaram efeitos na funcdo renal (THEISS e cols., 1988).

Kotak e cols. (1996) mostraram que células epiteliais tubulares
renais de peixes (Oncorhynchus mykiss) também sdo afetadas pela
microcistina. Radberg e cols. (1991) também relataram mudancas
degenerativas nas células epiteliais de tuabulos, glomerulo e tecido
intersticial do rim de carpa (Cyprinus carpio). Microcistina-LR induz
formacdo de vesiculas e reorganizacdo de organelas como filamentos
intermediérios, seguidos pelos microtubulos e microfilamentos,
evidenciadas a nivel ultraestrutural em cultura de células renais e
libroblastos semelhantes ao que se observa em cultura de hepatocitos
(KHAN ecols., 1995).

O possivel dano hepatico, intestinal e renal resultante da
exposicao a agua contaminada com essas toxinas indicam a necessidade de
monitoramento constante dos reservatorios de fornecimento e adequacdo
das concentracdes de seguranca (FALCONER, 1996).

A microcistina-LR tem sido considerada um dos mais potentes
promotores tumorais conhecidos (DRAGON e cols., 1992), tendo ,sido
implicada na promocdo de tumores da pele (FALCONER; BUCKLEY,

1989) e figado (NISHIWAKI-MATSUSHIMA e cols., 1992; HUMPAGE e
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cols., 2000). A parede do célon apresenta um grande risco de lesdo pela
absorcdo da toxina e por ser uma via excretoria, dessa forma, é um
potencial sitio para a promogdo de tumor ou carcinogenicidade induzida
pela microcistina (HUMPAGE e cols.,, 2000). A inibicdo da proteina
fosfatase tem sido apresentada como o mecanismo geral responsavel por
esta atividade (FUJIKI, 1992). A capacidade da microcistina promover
reorganizacdo do citoesqueleto também contribui substancialmente para
promogéao turnoral (NISHIWAKI-MATSUSH1MA e cols., 1992).

A toxicidade crénica devido a ingestdo oral de Microcystis em
camundongos resulta em uma degeneracdo generalizada do hepatdcito com
necrose, fibrose progressiva e infiltracdo de leucocitos mononucleares

(ELLEMAN e cols,, 1978; FALCONER e cols., 1988).

1.4. Relatos de casos de envenenamento de animais

A morte de animais pelo consumo de é&gua contendo
cianobactérias tem sido relatada em muitas partes do mundo. A primeira
descricdo documentada de maneira cientifica a cerca da intoxicagcdo animal
foi feita por Francis (1878) na cidade de Adelaide - Australia, onde
ovelhas, cdes, cavalos, porcos e bovinos morreram ap0s ingerir agua do

lago de Alexandria que estava contaminado com floracGes, de

cianobacteérias.
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Steyn (1945) relatou que milhares de caprinos e bovinos
morreram devido envenenamento por cianobactérias durante o periodo de
1915 a 1945 na Africa do Sul e observou que a cianobactéria continha uma
potente hepatotoxina que era liberada quando da sua morte.

No verdo de 1959, vérios cées, peixes, bovinos e cavalos
morreram apos ingestdo de agua contendo cianobactérias (DILLENBERG;
DEHNEL, 1960). Autdpsia de dois cdes revelaram figado edemaciado e
cheio de vesiculas, excesso de fluido nos pulmdes e inflamagéo no intestino
(MAIN e cols., 1977). Em 1989, vinte ovelhas e quinze cdes morreram
apos exposicdo a agua com floracdo de cianobactéria contendo
microcistina-LR (LAWTON; CODD, 1991).

Muitos incidentes de intoxicacdo animal tém ocorrido quando
ha o consumo de agua contendo células de cianobactérias. Os sintomas
geralmente sdo inconsciéncia, fraqueza, palidez das mucosas, vOmitos,
convulsdo, diarréia, anorexia, polidipsia, choque e morte dentro de poucas

horas ou dias (BEASLEY e cols., 1989; DEVRIES e cols, 1993).

1.5. Relatos de casos de envenenamento de humanos

Em 1887, na Australia, humanos ficaram doentes
provavelmente pela acdo da microcistina (HAYMAN, 1992). Dez criangas
apresentavam quadro de diarréia e vomitos apds banhar-se em &gua de

lagos encobertos por cianobactérias. Células de Anabaena, produtoras de
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microcistina-LR (HARADA e cols., 1991), foram encontradas nas fezes de
uma das criangas.

Nos anos de 1920 e 194G foram observados casos de
intoxicacdo humana que sugeriram COMO causa a exposiCdo a peixes
contaminados por toxinas produzidas por cianobactérias. Constatacdes
clinicas deste envenenamento humano incluem nausea, gastroenterite,
alergia, irritacdo, visdo turva, convulsdes, doenca hepéatica e hemorragia
interna (DAWSON, 1998).

Em 1930, em torno de 8.000 a 10.000 pessoas em Charleston,
sofreram de uma doenca intestinal aguda (TISDALE, 1931) caracterizada
por dor na regido do estbmago, usualmente nausea e/ou vomitos, seguidos
de diarréia de severidade variada. O reservatorio de &gua apresentava
floracdo de cianobactérias e havia sido recentemente tratado com sulfato de
cobre e carvao ativado em adicdo ao tratamento convencional. O sulfato de
cobre induziu a morte das cianobactérias e com isso promoveu a liberacédo
de toxinas, que foram responsabilizadas pelo episodio, visto a auséncia de
patdgenos conhecidos na agua (VELDEE, 1931).

Entre 1960 e 1965 em Zimbabwe, criangas que consumiram
agua de fontes que continham floracbes de cianobactérias apresentaram
gastroenterite (ZILBERG, 1966); algumas criangas apresentaram

convulsdo, febre e acidose respiratéria. O surto acontecia anualmente no
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verdo, época em que as cianobactérias do género Microcystis
predominavam (MARSHALL, 1991).

Incidéncia de gastroenterite semelhante envolvendo 138
criangas e 10 adultos ocorreu na Australia em 1979, apds o consumo de
agua contendo grande quantidade de cianobactérias (BYTH, 1980).

Varios casos de doenca em humanos associada com agua
contendo floracdo de cianobactéria foram relatados em 1981 (BILLINGS,
1981). Um desses incidentes envolvendo doze criancas e um adulto que
apresentaram quadro de gastroenterite dentro de 12 horas. As criancgas
encontram-se mais susceptiveis que os adultos porque ingerem uma grande
quantidade de dgua em propor¢do ao seu peso corporeo.

Na Australia em 1983, uma floragdo de cianobactéria
Microcystis aeruginosa ocorreu em um reservatorio de abastecimento de
agua e foi tratada com sulfato de cobre (FALCONER e cols., 1983). Os
moradores consumiram a agua e obscrvou-se um aumento significante nos
niveis séricos da enzima y-glutamiltranspeptidase, um marcador hepatico,
indicando dano no figado.

O principal surto letal atribuido a toxinas de cianobactérias na
agua de consumo foi na regido de Paulo Afonso na Bahia (Brasil) em 1988,
durante a construcdo da barragen de Itaparica, onde ocorreram 2.000 casos
de gastroenterites, num periodo de 42 dias, quando oitenta e oito pacientes

morreram (TEIXEIRA e cols,, 1993).
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Na Inglaterra, em 1989, oito soldados apresentaram sintomas
semelhantes aos causados pelo virus influenza apds nadarem em &gua,
contendo floragdo de cianobactéria, sendo a Microcitina-LR identificada
nas amostras de agua (LOWTON; CODD, 1991).

Em humanos, a ingestdo de toxinas produzidas por
cianobactérias tem causado epidemias de gastroenterite (TEIXEIRA e
cols., 1993). Reacdes alérgicas sdo relativamente comuns e tém sido
descrita apds contato de humanos, engquanto nadam em aguas com
floracdes de cianobactérias (CARMICHAEL; FALCONER, 1993).

Lambert e cols. (1994) relataram um caso de gastroenterite
associada a cefaléia e ndusea em um individuo que entrou em contato com
aguas contendo cianobactérias, e outro caso de nausea, diarréia dolorosa e
vOmito intenso, horas ap0s a ingestdo desta agua, ambos apresentaram
células de Microcystis nas suas fezes.

As cianobactérias sdo abundantes na superficie de aguas de
determinadas regibes da China onde a incidéncia de carcinoma
hepatocelular em humanos é uma das maiores no mundo. Dessa forma, o0
cancer hepatico tem sido associado as fontes de agua de consumo (SHUN-
ZHANG, 1989; YU, 1995).

O uso para recreacdo de agua contaminada com Microcystis,
Anabéena e outros géneros de cianobactérias tem sido associado ao

aumento da incidéncia de doencas em humanos em muitos paises. Os
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sintomas incluem dor no estdbmago, vOmito, diarréia, febre, cefaléia,
rinorréia, dores nos musculos e articulagdes, fraqueza, bem como irritacdo
da pele, olhos e garganta, além de respostas alérgicas (GRUPTA, 1998).
Um incidente desastroso aconteceu em 1996 na cidade de
Caruaru - PE, onde os pacientes submetidos a hemodialise desenvolveram
doenca hepatica colestatica e setenta e nove morreram. A microcistina-LR
foi encontrada no filtro da unidade de dialise, no sangue e no tecido
hepatico destes pacientes. Esta foi a primeira confirmacdo de Obitos em

humanos causados por toxinas de cianobactérias (JOCHLMSEN e cols.,

1998).

1.6. Toxicidade hepatica

Os compostos organicos antipaticos exogenos e enddgenos do
sistema portal sdo removidos pelo figado (CATTORI e cols., 2001). O
primeiro passo do processo de clearance é mediado pelo sistema de
transporte ativo na membrana plasmatica sinusoidal (basolateral) do
hepatocito (MEIER e cols., 1997). Estes sistemas de transporte incluem
polipeptideos transportadores de anions organicos como 0s sais biliares,
esterdides, hormonios, peptideos e drogas (KULLAK-UBLICK e cols.,
2000; 2001).

A toxina da cianobactéria Microcy&tis aeruginsa tem causado

deformacdo em hepatocitos isolados de rato (RUNNEGAR e cols., 1981).



22

A entrada de microcistina no hepatdcito ocorre rapidamente e pode ser por
difusdo, que parece negligenciavel (RUNNEGAR e cols., 1995) ou por
transporte mediado por carreador (PETZINDER e cols.,, 1983). Este
siTema, consiste de varios sub-sistemas, e € responsavel pelo transporte de
acidos biliares, assim como também é via de entrada para varios
xenobioticos (FRIMMER; ZIEGLER, 1988).

Ha evidéncias de que a entrada no hepatécito dos &cidos
biliares é mediada por carreador com gasto de energia e que este transporte
pode ser dependente ou independente de sédio (HARDISON e cols., 1984;

OKHUMA,; KURLYAMA, 1982).

[.7. Toxicidade renal

O rim é vulneravel a toxinas e venenos, devido ao alto fluxo
sanguineo e a sua capacidade de concentrar substancias na urina
(MARCONDES, 1993). As células epiteliais renais formam uma barreira
que previne a entrada de patdgenos na mucosa, e responde a infeccles
produzindo varias moléculas de defesa (POLJAKOVIC e cols.,, 2002)
tendo, portanto, um papel importante nas respostas imunes (PARRY e
cols., 2001).

Doencas inflamatérias do glomérulo sdo acompanhadas por
mudancas na expressao de fatores de crescimento, mediadores e proteinas

associadas a matriz (BECK e cols., 2001). A proliferacdo das celulas
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epiteliais glomerulares € usualmente observada em glomerulonefrite e a
interleucina | beta (IL-ip) tem um efeito mitogénico nas células
mesangiais além de ser produzido por estas células, atuando de maneira
autocrina (TATEY AMA e cols., 2001).

Aukema e cols. (2002) demostraram que fosfolipase A2 e
ciclooxigenase | e 2, importantes na regulacdo da formacdo de
prostaglandinas ativas, tém sua producdo aumentada em varias desordens
renais. Schmid e Kohan (2001) mostraram a possibilidade de células
epiteliais glomerulares metabolizar e liberar araquidonato na injudria renal.

Gormley e cols. (2002) demostraram que as células tubulares
proximais sdo vulneraveis a injuria mediada por citocinas pro-
inllamatorias, incluindo entre elas iL-8, TNF-a e IL-ip, que tém baixo
peso molecular, e portanto, mais rapidamente filtradas pelo glomérulo.
Células epiteliais renais podem ser ativadas por TNF-a e IL-ip resultando
em um aumento na producdo de citocihas (VESEY e cols., 2002a; 2002b).

Poucos trabalhos na literatura mostram o efeito agudo da
microcistina-LR 110 sistema renal. Recentemente demonstramos a
capacidade da microcistina-LR produzir nefrotoxicidade em rim isolado de

rato A utilizacdo deste sistema permitiu o estudo do efeito direto da toxina

sem interferéncias sistémicas (NOBRE e cols., 1999).
A microcistina-LR parece induzir ativagdo de fosfolipase A2 e

ciclooxigenase no rim de modo semelhante ao efeito observado no figado.
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As alteragOes renais promovidas pela microcistina-LR provavelmente
ocorrem devido a danos em sitios vasculares e glomerulares (NOBRE e
cols., 2001).

Fischer e cols. (2000) demonstraram alteraces patoldgicas no
rim de caipas (Cyprinus carpio), uma espécie de peixe que se alimenta de
cianobactérias. Estes efeitos deve-se ao rapido transporte da toxina que
induziu apoptose como principal mecanismo de morte celular.

Bhattacharya e cols. (1997) observaram aumento nos niveis
piasmaticos de uréia e creatinina acompanhados de diminui¢do na excrecao
da lactato desidrogenase e transaminase glutdmica oxalacética indicando,
possivel potencial nefrotdxico de extrato de cianobactéria Microcystis
aeruginosa.

Necrose tubular foi observada em vérias espécies animais
expostas a microcistina-LR (BEASLEY e cols., 2000). Esta toxina in vitro
promove alteracbes dos microtubylos, microfilamentos e filamentos
intermediarios das células epiteliais renais de modo semelhante aos

hepatdcitos (KHAN e cols., 1996).

Milutinovic e cols. (2002) investigaram os efeitos da
administracdo crénica de baixas doses de microcistinas nos rins e
observaram lesdes nos tuabulos. Estes apresentavam-se danificados,

dilatados e preenchidos com material eosinofilo homogéneo. Portanto, a
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exposicdo a microcistina por longo prazo possui um risco de injuria renal

que deve ser considerado.

1.8. Fssiologia da mucosa intestinal

O epitelio intestinal atua como barreira no controle de
natogenos intestinais (THEODOROU e cols., 1996; KEDINGER e cols.,
1998). A mucosa intestinal contém grande numero de celulas
imunocompetentes, linfocitos, macrofagos, neutrofilos, mastécitos, etc,
localizadas proximo ao epitélio e geralmente associadas a estruturas
nervosas (PERDUE; MCKAY, 1994).

As células imunes da lamina propria sdo aptas para sintetizar
determinados mensageiros quimicos, metabdlitos do &cido araquidbnico,
fator de agregacdo plaquetaria, oxidantes, aminas biogénicas e citocinas
que, por sua vez, podem alterar as funcBes do epitélio intestinal de forma
direta ou até mesmo indiretamente, “através da ativacdo de outros tipos
celulares e/ou sistema nervoso entérico (THEODOROU e cols., 1996).

Os metabolitos do acido araquidénico, em especial as
prostaglandinas, desempenham um papel relevante na fisiopatologia das
diarréias infiamatérias (STACK e cols., 1995). A principal fonte de
prostaglandinas no intestino sdo 0s macrofagos e mastocitos da regido
subepitelial que, por sua vez, sdo particularmente reconhecidos como

grandes produtores de eicosandides (EBERHART; DUBOIS, 1995).
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.Determinadas citocinas, em especial, IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-
a, participam da fisiopatologia da lesdo e/ou secrecdo intestinal. Essas
moléculas possuem acles, do tipo autdcrina, paracrina e enddcrina, que
medeiam direta ou indiretamente as alteragdes funcionais, locais ou
sistémicas, relacionadas com a patogénese das doencas inflamatorias no
intestino (SARTOR, 1994).

O fator de necrose tumoral é uma citocina pro-inflamatdria
produzida por varios tipos celulares, em especial linfocitos, macréfagos e
mastocitos, que compdem a lamina propria do intestino. Esta citocina tem
sido apontada como um dos mediadores inflamatorios implicados nas
alteracOes da fisiologia epitelial (MCKAY; PERDUE, 1993).

Dentre as células imunocompetentes que compdem a mucosa
intestinal, os macrofagos tém se destacado por sua elevada capacidade de
sintetizar e liberar rapidamente interleucina-l que, por sua vez, possui

influéncia marcante na fisiopatologia da lesdo e secrecdo intestinal

(THEODOROU e cols., 1994).

As integrinas estdo envolvidas na regulacdo da funcdo celular
intestinal e diferenciacdo (BEAULIEU, 1999). Uma grande variedade de
subunidades de integrinas sdo detectadas no intestino delgado humano
normal e colon (LEE; JULIANO, 2000) e parecem ter importancia ma

‘Cgi.ilacdo da morte celular programada também no trato gastrointestinal

(STAPPENBECK e cols., 1998; LEE; JULIANO, 2000).
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As células da lamina prépria intestinal produzem mediadores
pro-inflamatorios importantes na infiltracdo celular, lesdo tecidual,

ulceracdo, secrecdo, motilidade e fibrose intestinal (SARTOR, 1994).

1,9. Secrecao de insulina

As células p pancreaticas constituem 60 a 80% da ilhota
formando seu. nucleo central e séo relativamente faceis de isolar e de
manter em condic¢des laboratoriais.

Sabe-se que as celulas p possuem Vvarios canais,
principalmente os de célcio e potdssio e que a entrada de célcio através
desses canais Vvoitagem-dependentes é considerada primordial para
estimular a secrecdo de insulina (WOLLHEIM e cols., 1996). As proteinas
fosfatases, por sua vez, ttm um papel crucial na regulacdo da funcdo dos
canais de calcio (LEVITAN, 1994) e por conseguinte, na secrecdo de

insulina (SJOHOLM e cols., 1993).

Marangoni e cols. (1995) demonstraram que as células p
pancreaticas sdo Uteis como modelo biologico para o estudo da acdo
fisiologica e farmacologica de toxinas. As neurotoxinas provenientes do
veneno de Crotalus durissus terrificus atuam nas células P de ilhotas de
Langerhans isoladas de rato, potencializando, em condi¢des experimentais

a secrecdo de insulina (TOYAMA e cols., 2000).
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As fosfatases tipo | e 2A foram identificadas em homogenato
d< extraio de células de insuloma de ratos (RINmMSF) através de ensaio
imunoenzimatico e Western blot (SJOHOLM e cols., 1993) e foi observado
que apenas estas fosfatases, possuem atividade significante quando
fosforilase a, enzima fosforilada do metabolismo do glicogénio, é usada
como substrato (INGEBRITSEN; COHEN, 1983).

A microcistina-LR, um inibidor especifico e efetivo de
fosfatase serina/treonina tipo | e 2A, afeta os canais de calcio e libera
insulina de células RINmSF através da inibicdo da atividade de proteina
fosfatase extracelular, visto que a entrada da mesma na célula intacta é
improvavel pela auséncia de transportador (LAIDLEY e cols., 1997). A
existéncia de um sitio de acdo extracelular para inibidores de fosfatases tipo
I e 2A, explica porque a microcistina é capaz de elevar os niveis de célcio

intracelular e dessa forma, favorecer a secrecdo de insulina (LEIERS e

cols., 2000).

L10«. Envolvimento de macrofagos

Os macrofagos fazem parte do sistema fagocitario
mononuclear (OGLE e cols., 1994; LASKIN; PENDINO, 1995) sendo
encontrados em praticamente todos os tecidos e fluidos do organismo
(VAN FURTH, 1988). Embora apresentem a mesma origem, 0S

macrofagos residentes em  diferentes locais podem  apresentar
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caracteristicas bioquimicas e estruturais distintas, dependendo do seu
microambiente (OGLE e cols, 1994).

Dessa forma, os macrofagos podem receber diversas
denominacdes, tais como células de Kupper (figado), macréfagos
alveolares (pulméo), macrdfagos pleurais e peritoneais (cavidades serosas),
celulas microgliais (sistema nervoso central), osteoclastos (0sso), celulas
mesangiais (rim), etc.

Os macrofagos possuem a propriedade de serem ativados por
estimulos externos, e dessa forma, tornarem-se células mais responsivas.
Estas células tém a capacidade de liberar uma variedade de mediadores
pro-inflamatorios e citotdxicos, incluindo citocinas, enzimas hidroliticas e
mediadores lipidicos, tendo um papel fundamental na injdria tecidual
(NATHAN, 1986; LASKIN; PENDINO, 1995).

Macréfagos ativados por antigenos podem liberar
eicosandides, como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos
(NATHAN, 1986) que atuam principalmente nos tecidos onde s&o
produzidos (FERREIRA, 1972). O fator de necrose tumoral (TNF) € outro
produto secretado por essas células e pode agir de forma autocrina
estimulando a liberacdo de outros mediadores citotoxicos e
imunoreguladores, incluindo IL-1, IL-6, PAF, prostaglandinas e fator

estimulante de colénia (TRACEY e cols., 1986; BEUTLER; CERAMI,

1989; OHMANN e cols., 1990).
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As fosfolipases fazem parte de uma familia de enzimas que
hidrolizam acidos graxos de fosfolipidios, possuem um papel central no
metabolismo de lipidios e estdo intimamente relacionadas com a liberacdo
do acido araquidbnico, precursor de lipidios ativos tais como
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos (DENNIS, 1994, 2000;
TAKASAKTI e cols., 1999).

As fosfolipases sdo amplamente distribuidas e sdo
classificadas como intracelulares e extracelulares e estdo envolvidas no
processo inflamatorio (ARNI; WARD, 1996) pela influéncia na resposta
vascular e no recrutamento de células inflamatorias (SERAFIN; AUSTEN,
1987).

Naseen e cols. (1990) mostraram que a microcistina intensifica
a liberacdo de acido araquidénico e seus metabolitos, tromboxano B2 e
prostaciclina, de cultura de hepatdcitos de rato e que o pré-tratamento com
gucocorticdides reduziu significantemente a liberacdo desses eicosandides
pela microcistina. Esta toxina foi considerada portanto, um potente agente

inflamatorio.

Certas atividades bioldgicas da microcistina podem ser
dependentes da estimulacdo de células imunoldgicas. A microcistina induz
a producdo de TNF mediada por macrdfagos. Este mediador esta envolvido
no choque em animais e portanto, 0 anticorpo anti-TNF protege

camundongos contra doses letais de microcistina.
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TNF-a e 1L-1 sdo produtos da ativacdo de macrofagos
peritoneais por extrato de cianobactérias ou microcistina de forma dose-
dependente (NAKANO e cols., 1991). A microcistina-LR induz a liberagao
de interleucina-1 beta (IL-Ip) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), por
macrofagos peritoneais in vitro e o sobrenadante destes macrofagos induz a
secrecdo eletrogénica. em mucosa ileal de coelho (ROCHA e cols., 2000).

O flavonoide silimarim, o antibiético rifampicina e o
imunosupressor ciclosporina A evitam os efeitos toxicos da microcistina
(HERMANSKY e cols., 1991) e a protecdo destes compostos, pode ser em
parte, pela acdo nos macréfagos, 0s quais, parecem participar na
fisiopatologia da microcistina (ADAMS e cols., 1985; 1989). Baseado
neste dados, Hermansky e cols. (1991), concluiram que a microcistina pode
modular o sistema imune e/ou produzir alteracbes na estabilidade da

membrana hepatica, explicando portanto, a protecdo pela ciclosporina A e

rifampicina.

1.11. Justificativa

As cianobactérias s@o amplamente distribuidas em todo o
mundo. Durante um levantamento iloristico realizado em 1996 no acude
Gavido, reservatorio que abastece Fortaleza e a regido metropolitana, foram

encontrados varios géneros de cianobactérias capazes de produzir a

microcistina.
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Os riscos da presenca de cianobactérias em mananciais de
abastecimento publico precisam ser mais bem avaliados. Esse é um
problema novo, até porque os efeitos da ingestdo de pequenas quantidades
dessas toxinas (ou de intoxicacdes cronicas) ainda ndo sdo bem conhecidos.

Além disso, diante de crescimento do consumo de frutos do
mar e produtos a base de algas que podem estar contaminados por toxinas
de cianobactérias, da ineficancia dos atuais processos de tratamento, bem
como da elevada toxicidade da microcistina e ¢bitos tanto de animais como
de humanos, € de fundamental importancia o estudo do efeito desta toxina
nos mais variados 6rgaos.

A partir dos resultados obtidos previamente, evidenciando a
neirotoxicidade induzida pela microcistina-LR no modelo de rim isolado de
rato (NOBRE e cols., 1999; 2001), bem como o fato, desta toxina induzir a
liberacdo de interleucina 1-f] e fator de necrose tumoral-a por macrdéfagos
peritoneais in vitro (ROCHA e cols.,,2000), levantou-se a hipotese de que
os efeitos renais resultam de mecanismos indiretos mediados, em parte,
pela estimulacdo de células residentes, em especial macréfagos que, por
sua vez, ttm um papel de destaque na fisiologia do sistema renal. Em
adicdo, a existéncia de transportadores multiespecificos idénticos no rim e
intestino, que permitem a entrada da microcistina-LR na célula
(BURCKHARDT e cols., 1987) e a capacidade de sobrenadante de

macrofagos estimulados com microcistina-LR induzir secrecdo em camara
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de Ussing, levantou-se a possibilidade desta toxina afetar a funcéo
intestinal de modo semelhante ao observado no rim.

No tocante a embriotoxicidade da microcistina-LR, pouco
descrita na literatura, resolveu-se testar a capacidade desta toxina induzir
atividade antimitética e teratogénica, em ourigo do mar.

As microcistinas sabidamente inibem as proteinas fosfatases
tipo | e 2A (HONKANEN e cols., 1990), resolveu-se entdo, avaliar a sua
participagdo em funcgdes reguladas por estas fosfatases, entre elas, a

secrecdo de insulina.



OBJETIVOS
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. OBJETIVOS

Identificar os efeitos renais e intestinais induzidos pelo sobrenadante de

macrofagos estimulados pela microcistina-LR

Demonstrar a atividade desta toxina na vasculatura de aorta, no

desenvolvimento embrionario e na secrecdo de insulina.

Estudar a participacdo de mediadores, através de diferentes
bloqueadores farmacologicos, liberados por macréfagos no efeito toxico

renal induzido por microcistina-LR.



MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Estudo da microcistina-LR no modelo de anel de aorta

3.LL Animais

Foram usados ratos W.istar adultos machos, pesando
aproximadamente 300 g, provenientes do biotério da Unidade de Pesquisas
Clinicas da Universidade Federal do Ceara, acondicionados em caixa de
poiietileno e mantidos sob temperatura meédia de 26 °C, em ciclo
claro/escuro de 12 horas, em jejum de 24 horas antes do experimento e com

agua ad libiium.

3.1.2 Toxina

A toxina utilizada em nossos experimentos foi a microcistina-
LR obtida da Microcystis aeruginosa (Sigma Chemical Co., Saint Louis,

MO, USA; peso molecular: 995,2).

3.1.3. Anel de aorta isolado de rato

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (50
mg/Kg, IP). As aortas tordxicas foram removidas, limpas de tecidos
adjacentes e cortadas em anéis. A funcdo das células endoteliais foi z

preservada e 0s anéis montados sob | g de tensdo e colocados suspensos
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em ganchos de aco em banhos de 5ml de capacidade contendo solucéo de
Krebs com a seguinte composicdo (mM): NaCl 120; KC1 4,7; CaCl2 1,8;
MgCI2 1,43; NaHCO3 25; KH2PO4 1,17 e glicose 11; aerada em carbogénio
(95 % O2 e 5% de CO2). A tensdo desenvolvida foi registrada atraves de
um transdutor de deslocamento de forca GOULD acoplado a um poligrafo
da mesma marca. Os fragmentos de tecidos foram deixados em equilibrio
por 90 min antes do inicio de qualquer observacdo farmacoldgica. Foi
administrado fenilefrina (IpM) diretamente na cubeta para demonstrar a
responsividade da aorta. Em seqguida, apds lavagem, foram administradas

as doses de 1, 3, 10, 30, 100 e 300 ng/ml de microcistina-LR em intervalos

de 5 min.

3.2. Cultura de macréfagos peritoneais

3.2.1. Animais

Foram usados ratos VIYistar adultos, de ambos o0s sexos,
pesando entre 180 e 200 g, provenientes do biotério da Unidade de
Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceard, acondicionados em
caixa de polietileno e mantidos sob temperatura media de 26 °C, em ciclo

claro/escuro de 12 horas, emjejum de 24 horas antes do experimento e com

agua ad libitum. (
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3.2.2. Substancias utiSizadas

As substancias utilizadas na cultura de macrofagos peritoneais

estdo relacionadas na tabela abaixo.

Substancias utilizadas Marca

Bicarbonato de sddio Gibco
Ciclohexamida Sigma
Dexametasona Merck
Microcistina-LR Sigma

Quinacrina Sigma

RPMI 1640 Sigma

Talidomida ICN Biomedical Inc.
Tampéo HEPES Sigma

Tioglicolato Difco

3.2.3. Meio de cultura

O meio de cultura utilizado em nossos experimentos foi o
RPMI (Rosewell Park Memorial Institute). Foi adicionado RPMI 1640
(10,4 g) a | litro de agua destilada e deionizada, em seguida foi acrescido
2,2 g de bicarbonato de sodio e 2,38 g de tampdo HEPES. O pH do meio
foi ajustado para 7,4. ApdGs a preparacdo, o meio foi filtrado em bomba a

vacuo utilizando filtro especial (0,2 pm) e frasco filterware-Nalgene de

500mL.
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3.2.4. Pré-tratamento

Os animais foram pré-tratados 4 dias antes do experimento
com tioglicolato (3% wt/vol., 10 mL) via intraperitoneal, a fim de induzir o

aumento da populacdo de macrofagos na regiao.

3.2.5. Obtencdo dos macrofagos peritoneais

Os macrofagos peritoneais foram obtidos usando a técnica
descrita por Rocha e cols. (1998). Os animais foram sacrificados com éter
etilico. Em seguida, ap6s assepsia, foi administrado 10 mL do meio de
cultura (RPMI) contendo heparina (0,1 mL de heparina/100 mL de meio)
por via intraperitoneal. Ap6s massagem no abdome destinada a deslocar as
células residentes, cerca de 70-80% do volume injetado foi recuperado
usando seringas (10 mL) com agulhas (40 x 12) fenestradas, sendo
acondicionado em tubos Falcon.

Apbs a coletado do exsgdato peritoneal, as células presentes
neste material foram lavadas com RPMI e centrifugadas por 5 min a 1000
rom por duas vezes. As ceélulas foram entdo ressuspensas em meio de
cultura. Esta suspensdo obtida, com base na contagem total em cédmara de
Neubauer, apresentava | x 107 células/mL. A seguir esta suspensdo foi
colocada em placas de 12 pogos (2 mL/poco) e incubadas por 90 min £ 37

°C cm estufa de CO2 a 5%, a fim de promover a aderéncia dos macrofagos

peritoneais. Em seguida, as celulas aderidas na placa foram lavadas, trés
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vezes com RPM1, de modo a desprender linfécitos, mondcitos e outras
células que estivessem presentes no material coletado, considerando que
normalmente elas ndo aderem ao plastico, propriedade exclusiva dos
macrdfagos. A adesdo celular foi verificada em microscopio invertido.

Nos grupos com bloqueio farmacolégico, a dexametasona (10
M) ¢ quinacrina (10 M), inibidores da fosfolipase A2; ciclohexamida (10'~
M), inibidor de sintese protéica; e talidomida (1,5 x 10™ M), inibidor de
I'NF-a, foram colocados em contato com as células aderidas 30 min antes
do estimulo com microcistina-LR (1pg/mL), e em seguida, foram
incubados por 60 min. As monocamadas de macrofagos foram lavadas por
3 vezes com meio de cultura e foi adicionado ! mL de solugdo: RPMI +
soro fetal bovino a 10%. A placa foi incubada por mais 120 min (Figura 4).
A seguir o sobrenadante dos macrofagos presente nos pogos da placa foi

coletado e armazenado a -70 °C para uso na perfuséo renal.

3.2.6. Viabilidade celular

A viabilidade dos macréfagos foi determinada através da
técnica do corante azul de tripam como descrito por Marshall e cols.

(1996). A viabilidade dos macrofagos variou de 93 a 98% nos diferentes

experimentos. f



Coleta dos macrofagos peritoneais

10 niL Tioglicolato 3%

4 dias antes
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Sobrenadante
Armazenado

Estufaj™ 2 horas

0000
0000
0000
Lavagem (3x) <4
1111L RPMI + SFB 10%/ poi eSSCgrte
ob.

supla Lavagem / centrifugacéao

Resuspensao ¢/ RPMI

itagem de celulas
mara de Neubauer |
107 células/mL

Estufa p/ lhora

t

MCLR 0000
0000
(1pg/mL) 0000
Bloqueio 30’
antes Lavagem (3x)
RPMI < escarte
Sob.
0000 Estufa CO2 5%
0000 k 1V2 hora
0000 37 °C
2 mL/pogo  Adesao celular

Figura 4- Obtencdo e manuseio de macrdfagos peritoneais.

MCLR- microcistina-LR; RPMI- meio de cultura; SFB- soro fetal bovino

/
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3.3. Perfusao renal
3.3.1. Animais

Foram usados ratos Wistar adultos, de ambos o0s sexos,
pesando entre 230 e 280 g, provenientes do biotério da Unidade de
Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceard, acondicionados em
caixa de polietileno e mantidos sob temperatura média de 26 °C, em ciclo
claro/escuro de 12 horas, em jejum de 24 horas antes do experimento e com

agua ad libitum.,

3,3.2. Substancias utilizadas

Substéncias utilizadas Marca
Albumina bovina fracdo V Sigma
CaC12 Reagen
Glicose Squibb
Heparina CEME
Inulina Sigma
KCi Merck
Manitol Reagen
MgSO4 Reagen
NaCl Synth
NaHCOS Synth
NaH2PO4 Synth
Penicilina G potéssica cristalina Squibb
Pentobarbital sédico Sigma

Uréia Reagen
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3.3.3.S0lucéo perfusora

A solucao perfusora utilizada em nossos experimentos foi a de
Krebs-Henseleit modificada, concentrada 20 vezes com NaCl (138 g), KC1
(7,0 g), NaH2PO4.ILO (3,2 g), MgSO04.7H20 (5,8 g) e uréia (10,0 g). Em
seguida foram retirados 100 ml, desta solucédo e acrescentado NaHCCh (4,2
Jj, aCl2.2H20 (0,74 g), glicose (2,0 g), penicilina (50 mg) e completado o
volume para 2000 ml, com &gua bidestilada. Apds este procedimento,
foram retirados 300 mL desta solucdo, onde foi adicionado albumina
bovina 6%, sendo em seguida dialisada por 48 horas antes do experimento,
para retirar varias substancias contaminantes, como citrato, piruvato e
lactato (HANSON; BALLARD, 1968; ROSS e cols., 1973; COHEN e
cols., 1977, SCHUREK, 1978). O restante da solugdo (1700 mL) serviu
como solucdo de didlise, sendo trocada a cada 24 horas. A dialise foi
mantida sobre um homogeneizador a 4°C. Ao término da diélise, o pH foi
ajustado em 7,3-7,4 e foi acrescentada inulina (0,15 g). O volume de

solucéo perfusora, para cada experimento, foi |00mL.

3,3.4, Sistema de perfusdo de rim isolado

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controlﬁe da
Juncdo renal levou inumeros pesquisadores a desenvolver a técnica de

perfusdo de rim isolado. O nosso sistema consiste na perfusdo de rim
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isolado com recirculagdo (FONTELES, LEIBACH, 1982; FONTELES e

cols., 1983; 1998; MONTEIRO, 1990; 1999), com deis sub-sistemas, um in

situ e outro com circuito fechado, para perfusdo in vitro, mantidos ambos a

urna temperatura de 37°C. Este sistema apresenta a vantagem de

manutencdo constante de pardmetros funcionais renais, com utilizagdo de

albumina na solugéo perfusora, em menor volume, mantendo constantes as

substancias dialisaveis com oxigenacdo adaptada ao préprio sistema

(Figura 5).

Componentes do sistema de perfuséo:
coletor de urina - serve para coletar amostra de urina
condensador - serve de reservatorio de aquecimento da solucdo
perfusora;
seringa graduada - para retirada de amostra de perfusato;
bomba de perfusdo (Watson) - para manutencdo do fluxo de perfuséo
renal, ,
filtro (USA - Millipore 8pm) - promove uma melhor perfusdo através da
filtracdo constante da solugédo perfusora;
oxigenador (pulmé&o artificial) constituido de tubos silasticos - onde
acontecem as trocas gasosas (95% de 02 e 5% de CO2);
banho maria (Fanem - modelo 100) - aquece e mantém o pulméo a

fluxbmetro - permite a leitura do fluxo de perfusdo durante o

experimento;
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® catabolhas - camara que retém bolhas, editando o embolismo gasoso do
orgdo;
® mandmetro de mercurio - permite fazer a leitura direta da pressao de

perfuséo;

® bomba agquecedora com termostato - para manutencdo de todo o sistema

de perfusédo a 37°C.
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Catabolhas

Manometro
Canula
arterial
Coletor
de urina Fluxdmetro
oycor L
Oxigenador
Bomba Filtro
Seringa
Aquecedor

Figura 5- Esquema do sistema de perfusdo de rim isolado
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3.3.5. Técnica cirurgica

O animal foi anestesiado com pentobarbital sodico, na dose de 50
mg/kg de peso corporal por via intra-peritoneal. Inicialmente, a veia
femural foi isolada e 3 mL de manitol a 20% foram administrados, a fim de
facilitar a canulacdo posterior do ureter. Apds a assepsia da parede
abdominal, foi realizada uma incisdo mediana e duas incisdes
perpendiculares a linha alba, para uma melhor observacdo das estruturas
anatdmicas. As visceras abdominais foram afastadas para o lado esquerdo,
a fim de facilitar a visualizacdo do rim direito e estruturas circunvizinhas,
mantendo-as umedecidas com solucdo salina a 37°C. O ureter direito foi
Isolado e dissecado dos tecidos conjuntivo e adiposo que o envolvem,
sendo em seguida canulado com um tubo de polietileno (PE50), a uma
distancia de aproximadamente 3 cm do pedunculo renal. O rim direito foi
descapsulado e dissecado dos tecidos peritubulares. A supra-renal foi
identificada e seccionada, para evitar liberacdo de substancias como
adrenalina e noradrenalina. Com uma lupa (7x), a artéria mesentérica e a
artéria renal foram identificadas e isoladas (Figura 6). A canula arterial foi
introduzida na artéria mesentérica superior até a artéria renal, onde foi feita
a fixacdo da cénula (WE1SS, 1959; NISH1ITSUTSUJUWO e cols, 1967;
BAHLMANN e cols., 1967). Uma parte da solucdo (40mL) foi desviada
para o sistema de perfusdo in situ, para perfundir o rim ainda in vivo,

evitando qualquer isquemia no 6rgéo.
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Figura 6- Técnica cirurgica. A- veia femural; B- ureter direito canulado;
C- artéria renal; D- canula arterial.
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3A.6, Calibracédo do sistema

Apos a limpeza com agua bidestilada aquecida, o sistema foi
montado e calibrado. Foram montadas curvas relacionando a leitura da
pressdo de perfusdo (Figura 7), fluxémetro (Figura 8) e o fluxo em mL/min
(Figura 9) com as cinco velocidades da bomba que compde o sistema. Em
cada velocidade, foi medido o fluxo na ponta da canula, para se conhecer o
fluxo de perfusdo renal em face da resisténcia da propria canula e a presséo,

determinada pela resisténcia ao fluxo do sistema, registrada em manémetro.

100

—o
\l
ol

E

E

J&ﬂ 50
u 25

Velocidade da Bomba (rpm x 10)
Figura 7~ Retas de calibracdo da velocidade da bomba vs pressao de

perfusio.
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Figura 8’ Retas de calibragdo da velocidade da bomba vs fluxdmetro.

75

Velocidade da Bomba (rpm x 10)

Figura 9- Retas de calibracdo da velocidade da bomba vs fluxo.
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3.3.7. Protocolo experimental

Apo0s o rim ter sido colocado no sistema, aguardou-se um periodo
de tempo de 15 a 20 minutos para que o 6rgdo se adaptasse as novas
condicOes experimentais. Iniciado o experimento, cs primeiros 30 minutos
foram considerados como um controle interno. O sobrenadante de
macrofagos peritoneais estimulados com microcistina-LR (1 pg/mL) na
auséncia e presenca de bloqueadores farmacoldgicos foi administrado aos
30 minutos. O tempo de perfusdo foi de 120 minutos, sendo que, a cada 5
minutos, procedeu-se as leituras do fluxémetro e rnandémetro de mercurio.
A cada 10 minutos, foram colhidas amostras de urina e perfusato para
analise bioguimica. Estas amostras foram armazenados em “freezer” a
temperatura de -20°C. Posteriormente, em cada amostra, foram

determinados inulina, sédio, potassio e osmolaridade.

3.3.8. Grupos experimenteis 4

Grupo controle: os rins foram perfundidos com solucdo de Krebs-
Henseleit modificada, contendo 6% de albumina bovina, sendo adicionado

0 sobrenadante de macrofagos sem estimulo (RPMI) (n=6).
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Grupo tratado (SOB MOS + MCLR): os rins foram perfundidos com
solucdo de Krebs-Henseleit modificada, contendo 6% de albumina bovina
e, aos 30 min de perfusdo, foi adicionada ao sistema sobrenadante de

macrofagos estimulados com microcistina-LR (1 pg/mL) (n=6).

Grupo SOB MtjiS + DEXA + MCLR: os rins foram perfundidos com
solucdo de Krebs-Henseleit modificada, contendo 6% de albumina bovina e
foram adicionadas aos 30 min sobrenadante de macrdéfagos estimulados
com microcistina-LR (1 pg/mL), pré incubados com dexametasona (Dexa,

10% M, n=6).

Grupo SOB M4>S + QUINA + MCLR: os rins foram perfundidos com
solucédo de Krebs-Henseleit modificada, contendo 6% de albumina bovina e
foram adicionadas aos 30 min sobrenadante de macrdéfagos estimulados

com microcistina-LR (1 pg/mL), pré incubados com quinacrina (Quina, 10'

5 M, n=6).

Grupo SOB M<pS + CICLO + MCLR: os rins foram perfundidos com

solucdo de Krebs-Henseleit modificada, contendo 6% de albumina bovina e

foram adicionadas aos 30 min sobrenadante de macréfagos estimulados 7'
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com microcistina-LR (1 pg/mL), pré incubados com ciclohexamida

(CICLO, 105 M, n=6).

Grupo SOB M(j)S +TALI + MCLR: os rins foram perfundidos com
solucédo de Krebs-Henseleit modificada, contendo 6% de albumina bovina e
foram adicionadas aos 30 min sobrenadante de macrofagos estimulados

com microcistina-LR (1 pg/mL), pré incubados com talidomida (Tali, 1,5 x

105 M, n=6).

13.9. Analise bioquimica
3.3.9.1. Dosagem de eletrdlitos: as dosagens de sodio e potassio da urina e

periusato foram realizadas por fotometria de chama (Flame Photometer -

modelo 443)

3.3.9.2. Dosagem de inulina: as dosagens de amostra de urina e periusato
foram realizadas pelo método de hidrélise direta com modificacdes
(WALSON e cols., 1955; FONTELES e cols.,, 1983), reduzindo as
quantidades de amostras e reagentes utilizados. As seguintes etapas foram
seguidas para dosagem:

a) em tubos de ensaio previamente marcados foi adicionado 1,0 mL de /

NaOH IN;
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b) foi adicionado 30 pL de urina (com auxilio de uma micropipeta),
perfusato ou &gua bidestilada (para padrdo zero) de acordo com a amostra
contida no tubo de ensaio;

¢) misturou-se o conteddo em um aparelho vortex-mixer (agitador);

d) as amostras foram aquecidas a 100°C por vinte minutos, em seguida
foram transportadas para resfriamento a 4°C na geladeira, durante 30

minutos;
e) acrescentou-se nos mesmos tubos 3mL de difenilamina, levando-os ao
aparelho misturador, a seguir repetiu-se a etapa descrita no item d;

1) finalmente, fez-se a leitura das densidades éticas das amostras em um

espectrofotdometro (UNICAN) em 620 nandbmetros (nm).

3.39.3. Dosagem de osmolaridade: as medidas da osmolaridade nas

amostras de urina e de perfusato foram realizadas em um osmoOmetro

(Vapor pressure osmometer - modelo 5100c ESCOR).

3.3.10. Parametros funcionais renais

As seguintes formulas foram utilizadas para determinagdo de pardmetros

funcionais renais (PITTS, 1971; MARTINEZ-MALDONADO e cols.,

1978; FONTELES, 1980).



1, FU (mL.g’L min’l) = Fluxo urinario
FU ~ Peso do volume urinario / Peso do rim esquerdo . 10

admitiu-se que a urina possui a mesma densidade da agua

PP ~ Pressao de perfusdo (mmHg) - Leitura em manometro

3. RFG (mL.g".mirf") = Ritmo de filtracdo glomerular

RFG = (DOU in/DOP in . FU)
DOU in - densidade otica da inulina na urina

DOP in = densidade otica da inulina no perfusato

4. FPR (mL.g’l.min'l) ~ Fluxo de perfusdo renal

Fluxo registrado a cada 10 min / intervalo de tempo . Peso do rim

5. RVR (mmHg/mL.glminl) = Resisténcia vascular renal

RVR = PP (mmHg) / FPR

6. FNat- (pEg.g"l min'l) = Sédio filtrado
FNa - RFG . PNa

PNat = Concentracdo de sodio no perfusato
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7. ENat = (pEqg.g"l. min’l) = Sodio excretado

Nat -FU. UNat

UNa' - Concentracdo de sodio na urina

8. TNa = (pEg.g"L min’l) = Sddio transportado

TNat -FNa+-ENat

9. % TNat = Percentual de sodio transportado

%TNa+-TNa+. 100/FNa

10. AdNah (pEg.g"l. minl) = Aporte distai de sodio

AdNa+= dT.Na++ ENa+

11. pTNat (pEq.g"L min"l) = Transporte proximal de sédio

pTNa' = FNa+-AdNat

12. %pTNa' - Percentual de transporte proximal de sddio

%pTNat = pTNa .100/ FNat

13. dTNa+(pEg.g"™. min™l) = Transporte distai de sodio

dTNa' = C H20 * PNa+
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14. %dTNa (pEg.g \rnin'l) = Percentual de transporte distai de sédio

%dTNa+==dTNa+ 100/Ad

15. K = (pEg.g’L min'l) = Potassio filtrado

PK' ~ Concentracdo de potassio no periusato

16. EK/ - (pEQ.g) = Potéssio excretado

EKt - FU . UK+

[JKI ~ Concentracdo de potassio na urina

17. 1K (pEg.g'lL min'l) = Potassio transportado

TK?--PK+-EK+

18. %TK+ = Percentual de potassio transportado

%TK+ = TK+. 100 / PKt

19. AdK+ (pEq.g'l min'l) = Aporte distai de potassio

AdK+ = dT.K+ + EKt+

20. pIK+(pEg.g'l. min'l) = Transporte proximal de potassio

pTK+ = FK+-AdKs+
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21. %pTK+= Percentual de transporte proximal de potassio

%pTK+ = pTK+. 100/FK+

22. dTK' (pEqg.gl min 1) = Transporte distai de potassio

dTK =Ch26.PKt

23. %dTK!t {pEq.gCmin 1) = Percentual de transporte distai de potassio

%dTK+=dTK+. 100/Ad

24. Cosm (mL.g'L min™) = Clearence osmatico
Cosm - (Uosm / Posm). FU
Uosm - osmolaridade urinaria

Posm - osmolaridade do perfusato

25. C H20 tinL.g ~'min™) = Clearance de agua livre

C h2o = FU - Cosm

3.4. Cultura de macrofagos intestinais

3.4.1. Animais
f

Foram wusados ratos Wistar adultos, de ambos 0s sexos, z

pesando aproximadamente 250 g, provenientes do biotério da Unidade de



60

Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceara, acondicionados em
caixa de polietileno e mantidos sob temperatura média de 26 °C, em ciclo
claro/escuro de 12 horas, em jejum de 24 horas antes do experimento e com

agua ad libitum,

3.4.2. Substancias utilizadas

Substancias utilizadas Marca
Bicarbonato de sodio Gibco
Dulbecco Gibco
Hank Gibco
Protease (dispase) Sigma
Microcistina-LR Sigma
Tampédo HEPES Sigma

3.4.3. Meio de cultura

O meio de cultura utilizado em nossos experimentos foi o
Dulbecco (Dulbecco’s Modified Eagle Médium). Foi adicionado Dulbecco
(13,5 g) a ! litro de agua destilada e deionizada, em seguida foi acrescido
2,2 g de bicarbonato de sodio e 2,38 g de tampdo HEPES. O pH do meio
foi ajustado para 7,4. Apds a preparacdo o meio foi filtrado em boml?a a

vécuo utilizando filtro especial (0,2 pm) e frasco filterware-Nalgene de 500

mL.
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3.4,4. Obtencdo de macrdfagos da lamina propria

Os animais foram sacrificados com éter etilico. Em seguida foi
realizada assepsia do abdome com alcool iodado ou iodo. Realizou-se uma
incisdo mediana a linha alba a fim de expor o intestino. Este foi
desprendido do mesentério, limpo e mantido em PBS. O intestino delgado
foi entdo, seccionado na altura do piloro e por¢do cranial do cecum. Foi
realizada uma incisdo longitudinalmente em toda a extensdo do intestino,
retirando-se 0 muco com gaze estéril e em seguida, transversalmente em
fragmentos de 2 cm aproximadamente, enquanto as placas de Peyer foram
retiradas, devido a presenca de outras linhagens celulares. Os segmentos
intestinais foram colocados em solucdo tampdo (Henk’s Balanced Salt
Solution diluido em 1L de agua destilada e deionizada) e lavados por 2
vezes com a mesma solugédo. Foi adicionado protease (dispase - 0,3 g) em
i00 rnL de meio de cultura e acrescentou-se os fragmentos intestinais. Em
seguida, foram incubados durante 15 min a 37 °C e 5% de CO2 agitando 0s
tubos em vortex a cada 5 min. Apds este periodo, o sobrenadante foi
descartado para remocédo das células epiteliais. O restante da solucdo foi
adicionada aos fragmentos e novamente incubados por 30 min, agitando-se
em vortex a cada 5 min. Os fragmentos intestinais foram descartados e o
sobrenadante foi coletado e centrifugado durante 7 min a 3000 rpm, para
que os macrofagos se depositassem nos tubos. O sobrenadante foi

descartado para eliminacdo da dispase, e 0 processo se repetiu. As células
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foram ressuspensas com 15 mL de meio de cultura. Esta suspenséo obtida
apresentava 1x10 celulas/mL, com base na contagem total em camara de
Neubauer. A suspensao foi colocada em placas de 12 pogos (2mL/poco) e
incubadas por 90 min a 37 °C em estufa de CO? a 5%, a fim de promover a
aderéncia dos macrofagos intestinais. Em seguida, as células aderidas na
placa foram lavadas de modo a desprender linfécitos, mondcitos e outras
celulas que estivessem presentes no material coletado. A adesdo celular foi
verificada em microscépio invertido. Os macréfagos entdo, foram
estimulados com microcistina-LR (1 pg/mL) e incuoados novamente por 60
min. Em seguida, as monocamadas de macrofagos foram lavadas por 3
vezes com meio de cultura e foi adicionado 1 mL de solugédo: Dulbecco +
soro fetal bovino a 10%. A placa foi incubada por mais 120 min (Figura
10). A seguir o sobrenadante dos macrofagos presente nos po¢os da placa
foi coletado e armazenado a -70 °C para uso em alca isolada e perfuséo
intestinal. A viabilidade foi determinada através da tecnica do corante azul
de tripam como descrito por Marshall e cols. (1996). A viabilidade dos

macrofagos variou de 93 a 97% nos diferentes experimentos (FEITOSA,

2003).
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Estufa p/ 2 horas

eta dos macroéfagos Sob Lavagem (3x)

A x ;. Armazenado ImL meio + SFB

[amina prépria nazen: o
Descarte

Estufa p/1 hora

0000
MCL™ 5000

(lug/mL) 0000
Int. delgado seccionado

Lavagem (3x)

escarte
Solugdo tampao (HEPES) - lavagem (2x) Dulbecco Sob.

Dispase + Dulbecco Estufa CO2 5%

Estufa CO2 5% 1  hora 0000

15 min - 37 °C 37°c 0000
Adeséo celular 0000

Descarte Dispase + Dulbecco t
Sob. Estufa CO2 5% Contagem de células
30 min - 37 °C em camara de Neubauer

10 células/mL

Sob. coletado F

3000 rpm Descarte ressuspensao
7 min (2x) Sob. >

Figura 10- Obtencdo e manuseio de macréfagos da lamina prépria

MCLR-microcistina-LR; SFB- soro fetal bovino; SOB- sobrenadante.
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3.5. Alca isolada de rato

3.5.L Animais

Foram usados ratos Wistar adultos, de ambos 0s sexos,
pesando entre 180 a 220 g, provenientes do biotério da Unidade de
Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceara, acondicionados em
caixa de polietileno e mantidos sob temperatura média de 26 °C, em ciclo
claro/escuro de 12 horas, emjejum de 24 horas antes do experimento e com

agua ad libitum.

3.5J. Protocolo experimenta!

Os animais foram anestesiados com ketamina (60 mg/kg
corporal, IM) e xylazina (10 mg/kg corporal, IM). Foi realizada uma
laparatomia mediana de aproximadamente 2 cm para visualizacdo do
intestino. Em seguida foi efetuada uma laqueadura distai cerca de 3 cm do
cecum. Foi isolado 30 cm do ileo terminal, onde foram feitas alcas de 4-5
cm de comprimento separada entre si por L cm (LIMA E COLS., 1988).

Foi administrado nas alcas controle, PBS (Tabela 1) ou
sobrenadante de macrdfagos intestinais sem estimulo (Dulbecco) e nas
alcas tratadas, toxina da colera (controle secretorio positivo - 1pg/mL),
microcistina-LR (1 pg/mL) e sobrenadante de macrdfagos intestiriais
estimulados com microcistina-LR (1 pg/mL). A cavidade abdominal foi

suturada. Os animais foram sacrificados com éter etilico apds 18 horas para



65

a determinacgédo da presenca ou auséncia de secrecdo. A taxa de secrecdo de
fluido foi avaliada atraves da obtencéo de seus pesos Umido e seco dividido

pelo comprimento (cm) da alca intestinal ligada.

Tabela 1- Composic¢édo da solucao salina tamponada com fosfato (PBS)

Composicao Concentracao Marca
\gua destilada 10L
Cloreto de potassio 0,29 Reagen
Jloreto de sodio 804¢ Reagen
«osfato de sodio dibasico 1,15 ¢ Fisher
-osfato de sddio monobasico 0,29 Reagen

3.6. Perfusao intestinal

3.6.1 Animais

Foram usados ratos V\gistar adultos, de ambos 0s sexos,
pesando entre 180 a 220 g, provenientes do biotério da Unidade de
Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceara, acondicionados em
caixa de polietileno e mantidos sob temperatura média de 26 °C, em ciclo

claro/escuro de 12 horas, em jejum de 24 horas antes do experimento e com

agua ad libitum.,
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3.6.2 Solucéo perfusora

A solucéo perfusora foi a de Ringer com NaCl (6,5 g), KC1
(0,14 @), CaClz (0,12 g), NaHCCh (0,20 g) e NaH2PO4 (0,01 @) e
completado para 1000 mL. A esta solucdo perfusora foi acrescida 0,005 g
de fenolsulftaleina (PSP) como marcador ndo absorvivel, para os calculos

dos parametros de absorcdo de sodio, potassio, cloreto e agua. A solucdo

foi mantida a 37 °C e pH 7,4.

3.6.3 Sistenia de perfuséo intestinal

Os animais foram anestesiados com ketamina (60 mg/kg
corporal, IM) e xylazina (10 mg/kg corporal, IM). Foi realizada uma
laparatomia mediana de aproximadamente 2 cm para visualizacdo do
intestino. Em seguida foi efetuada uma laqueadura distai cerca de 3 cm do
cecum. Foi isolado 30 cm do ileo terminal, onde foram introduzidas
canulas nas extremidades proximal, e distai (Figura 11). A perfusdo foi
realizada atraves da canula proximal utilizando uma bomba (Holter Roller
Pump 900, Extracorporeal Medicai Specialitties Inc., King of Prassia, PA,
USA) de baixo fluxo (0,11 mL/min) devidamente -calibrada. Apds
estabilizacdo do fluxo luminal, o perfusato foi coletado a cada 20 min,
durante 100 min. Uma aliquota da solucdo perfusora foi retirada no inicio
do experimento para controle. Foram analisadas as diferencas entre a

amostra controle e as coletadas do perfusato quanto aos valores de
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osmolalidade (mosm/L), sédio (mmol), potassio (mmol) e cloreto (mmol).
Ao final do experimento, os animais foram sacrificados e o segmento ileal
perfundido foi retirado para obtencdo dos pesos Umido e seco. Este foi
utilizado para correcdo dos parametros funcionais de absorcdo (LIMA e

cols., 2002).

3.6.4. Grupos experimentais

Grupo controle (Ringer): O intestino foi perfundido com solucdo de

Ringer modificada (n=6).

Grupo controle positivo (TC): O intestino foi perfundido com solucéo de

Ringer modificada, contendo 50 pg/mL de fenolsulftaleina. A toxina da

cblera (1 pg/mL) foi administrada 18 h antes (n=6).

Grupo tratado (MCLR): O intestino foi perfundido com solucdo de

Ringer modificada sendo adicionado no sistema aos 20 min de perfuséo a

microcistina-LR (1 pg/mL) (n=8).

Grupo TC+MCLR: A toxina da colera (I pg/mL) foi administrada 18
horas antes. O intestino foi perfundido com solucdo de Ringer modificada

sendo adicionado no sistema aos 20 min de perfusdo a microcistina-LR (1

pg/mL) (n-5).
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Grupo controle (meio de cultura): O intestino foi perfundido com
solucéo de Ringer modificada sendo adicionado no sistema aos 20 min de

perfusdio o sobrenadante de macrdfagos intestinais sem estimulo

(Dulbecco) (n=8).

Grupo tratado (SOB M<|)S + MCLR): O intestino foi perfundido com
solucdo de Ringer modificada sendo adicionado no sistema aos 20 min de

perfusdo, o sobrenadante de macrofagos estimulados com microcistina-LR

(1 pg/mL) (n=8).

3.6.5. Anélises bioquimicas

A fenolsulftaleina foi medida por espectrofotometria
(Spectrophotometer Model B382, Micronal S.A. Aparelhos de precisdo,
Sdo Paulo, SP, Brasil) de acordo com Schedl e Clifton (1961). As dosagens
dos teores de sdédio e potéssio nas aipostras de perfusato foram realizadas
por fotometria de chama (Flame Photometer model 444, Lexington, MA,
USA). O método colorimétrico para cloretos foi utilizado de acordo com as
especificacbes do fabricante (Labtest Bio. Diagnosticos, Belo Horizonte,
Brasil). A osmolalidade das amostras de perfusato foi medida em

osmometro (Model 5100C, Wescor, Logan, UT, USA). <



Solucéo perfusora
(Ringer +
fenolsulftaleina)

Bomba de
baixo-fluxo
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Sistema de
aquecimento

Intestino
erfundido

na cavidade

abdominal

Figura 11- Esquema do sistema de perfusdo intestinal. Sistema aberto

de perfuséo intestinal in vivo, composto de um tubo para solugdo perfusora,

um sistema de aquecimento e uma bomba de baixo fluxo.
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3.7. Embriotoxicidade
3.7.1. Desenvolvimento embrionario de ovos de ourico

O estudo das alteragbes sobre o desenvolvimento embrionéario
de ovos de ourico do mar permite avaliar o potencial citotdxico,
teratogénico e antineoplasico de compostos, sendo amplamente utilizado
para determinacdo do potencial embriotéxico (FUSETANI, 1987;
JACOBS; WILSON, 1986; MALPEZZI e cols., 1994; COSTA e cols.,
1996).

Foram utilizados ourigos Lytechinus variegatus coletados na
praia da Lagoinha, no municipio de Paraipaba (Ceara, Brasil). Foram
atiministrados 3 mL de KC1 0,5 M na cavidade celdGmica para eliminagéo
de gametas. Os Ovulos, de coloracdo alaranjada, foram coletados em um
recipiente com &gua do mar filtrada, de modo que o ouri¢o ficasse com a
superficie oral para cima. Apos a eliminacdo, os 6vulos foram lavados por
decantacdo por 2 vezes. Os espermatozoides foram coletados com uma
pipcta Pasteur e conservados em geladeira até 0 momento de sua utilizacdo
(Figura 12).

Apos a ultima lavagem, os dvulos foram ressuspensos em 50
mL de agua do mar filtrada. A fecundacéo foi realizada pela adi¢do de ImL
da suspensédo de espermatozoides (50 pL de suspensdo concentrada + 2,45
mL de &gua do mar filtrada) a suspensdo de 6vulos (50 mL). Apds cerca de

dois minutos, a fecundacdo foi confirmada pela presenca da membrana da
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fecundacdo, através da observacdo de uma amostra das células em
microscopio optico (Figura 13). Os ovos (1 mL) foram distribuidos numa
multiplaca, com 24 cavidades, contendo a microcistina-LR (0,1; 0,3; 1; 3 e
10 p.g/mL). Os ovos foram incubados num volume final de 2 mL, mantidos
a temperatura ambiente (26 £ 2 °C) sob agitacdo constante. Nos intervalos
correspondentes a primeira e terceira divisdes, blastula (Figura 13) e larva
foram fixadas aliquotas de 0,2 mL em formalina 10%. Cem embribes foram
contados em cada amostra para obtencdo da porcentagem de células

normais.
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Figura 12- Coleta de gametas de ourico. A: Coleta dos ovulos. B: Coleta

dos espermatozoides. Fotos de Ricardo Mastroti.
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Figura 13- Fotomicrografias das primeiras fases do desenvolvimento
embrionario do ourigo Lytechinus v/iriegatus. A - ovulo; B - ovo com
membrana de fecundacdo; C - la divisdo; D - 2a divisdo; E - 3a. divisdo; F

- biastula.
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3.8. Secrecdo de insulina

3.8.1. Animais

Foram wusados ratos Wistar adultos, de ambos o0s sexos,
pesando entre 250 a 300 g, acondicionados em caixa de polietileno e

mantidos sob temperatura media de 26 °C, em ciclo claro/escuro de 12

horas, com racdo e agua ad lihitum.

3.8.2.llhotas de Langerhans
3.8.2.1. Medida da secrecao de insulina

O pancreas foi removido e inflado com solugédo tampédo Hank’s
na presenca de 0,8 mg de colagenase/mL e incubado por 18 minutos a
37°C. Em seguida, apds homogeinizacdo manual, as ilhotas foram
separadas com o auxilio de pipeta Pasteur. Grupos de 100 a 150 ilhotas
foram pré-incubadas durante 45 minutos, sob gaseamento constante com
carbogénio (5% de CO2 e 95% de CE) em solugcdo de Krebs, contendo 5,6
mM de glicose, A seguir, grupos de 5 ilhotas foram incubados durante 60
min em solucdo de Krebs contendo 2,8 e 16,4 mM de glicose na presenca e
auséncia de microcistina-LR (5p.g/mL). Durante os 10 min iniciais de
incubacédo o pH foi equilibrado a 7,4 com carbogénio. Apds a incubacéo, 0

sobrenadante foi armazenado a 20 °C para posterior dosagem de insulina /

(Figura 14)
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O pancreas foi inflado com solugdo tampéo Hank’s + 0,8 mg
de colagenase/mL

Incubacéo a 37°C
18 min

homogeinizacdo manual (1 min)

250 a 300 g
)s de 100 a 150 ilhotas + Incubacdo a V _
nL de solugo de Krebs llhotas separadas (pipeta
15,6 mM de glicose _ Pasteur)
45 min
Incubacéo

_ 37°C  Solucéo de Krebs + 2,8 e 16,4 mM de glicose na
5ilhotas @ wm—=—= auséncia e presenca de 5 pg/mL de MCLR
60 min I-i

Dosagem de insulina ( Sobrenadante coletado
(radioimunoensaio)

Figura 14- Obtencéo das ilhotas de Langerhans e secregdo de insulina

MCLR- microcistina-LR
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3.8.3.Dosagem de insulina

A insulina secretada durante o experimento foi determinada
por radioimunoensaio (SCOTT e cols., 1981). Para isso, 0,1 mL das
amostras de sobrenadante foram transferidas para um tubo de ensaio, 0S
quais receberam 0,2 mL de solugdo contendo anticorpo antiinsulina (1:200)
e insulina marcada com 12| (tragador) em tampdo fosfato com pH 7,4
acrescido de 0,9% de NaCl e albumina 0,5%. Em seguida foram preparados
0S seguintes controles:

a) 3 tubos (ligacdo ndo especifica) contendo 0,2 mL de tampdo fosfato
com insulina marcada com 1251 para a averiguacdo da radiacdo méaxima.

b) 3 tubos (ligacdo ndo especifica) contendo 0,2 mL de tampédo fosfato
com insulina marcada com 15l e 0,1 mL de tampédo fosfato, para
determinar possiveis interferéncias no ensaio pelos componentes do
tampao.

c) 3 tubos (referéncia) contendo 0,2 mL de tampdo fosfato contendo
insulina marcada com 125l e anticorpo anti-insulina e 0,1 mL de tampéo
fosfato constituindo assim o zero de insulina da curva padrao.

Em seguida foram preparados, uma série de tubos (curva
padréo), contendo 0,1 mL de insulina nas seguintes concentragcfes: 0,02;
0,039; 0,078; 0,16; 0,31; 0,63; 1,25; 2,5 e 5,0 ng/mL. Cada tubo dessa série
recebeu também 0,2 mL de solucdo tampdo fosfato contendo insulina

marcada com |2’ e anticorpo anti-insulina. No final da preparacdo os tubos
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(amostras, controle e curva padréo), foram agitados em vortex e estocados
a4 °C durante 48 h.

Apos este periodo de incubagdo, com excegdo dos totais para
andlise da radiacdo maxima, todos os outros tubos receberam 0,2 mL da
solucdo contendo 2,5% de carvdo (Norit A), 0,5% de albumina e 0,25% de
dextran T70. Os tubos foram deixados em repouso durante 20 min, em
seguida, centrifugados durante 20 min a 2800 rpm a 4 °C. O sobrenadante
foi descartado e a radioatividade contida em cada tubo avaliada em
contador de radiacdo y (gama). Os 3 tubos elaborados para analise de
radiacdo méxima ndo tiveram o sobrenadante descartado, sendo a radiacao
dos mesmos avaliada diretamente. Com base nos valores obtidos nos tubos
contendo insulina conhecida, elaborou-se uma curva padrdo que foi
utilizada para a avaliagdo dos valores desconhecidos das amostras. Os

resultados foram expressos em ng/mL de insulina secretada durante o

experimento in vitro. ]

3.9. Analises estatisticas

Os resultados estdo apresentados como meédia * erro padrdo da
média (E.P.M.). Para a comparacdo multipla dos dados paramétricos foi
utilizada a andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni.

O teste “t” de Student foi utilizado para dados n&o paramétricos (p<0,05).
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4. RESULTADOS
4.1. Efeito da microcistina no modelo de anel de aorta

A microcistina-LR nas doses utilizadas (1, 3, 10, 30, 100 e
300 ng/mL) nédo foi capaz de provocar efeito direto sobre a aorta de rato,

nem foi capaz de potencializar o efeito da fenilefrina (Figura 15).

10p.I- Fenilefrina
(I0pg/ml)

Figura 15- Efeito da microcistina-LR em anel de aorta isolado de rato.
Painel A: Resposta da aorta a fenilefrina (1 pM); Painel B: Efeito da
microcistina-LR (1, 3, 10, 30 100 e 300 ng/mL) na aorta; Painel C: Efeito

da microcistina-LR associada a fenilefrina (1 pM).
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4.2. Perfusao renal
4.2.1. Efeito do sobrenadante de macréfagos sem estimulo

O grupo controle em que os rins foram perfundidos com
sobrenadante de macrdfagos peritoneais sem estimulo (SOBMtpS+RPMI),
ndo apresentou nenhuma alteracdo significante dos parametros funcionais
renais, pressao de perfusdo (PP), resisténcia vascular renal (RVR), ritmo de
filtracdo glomerular (RFG), fluxo urinério (FU), percentual de transporte de
sodio (%TNat), percentual de transporte de potassio (%TK+), percentual de
transporte proximal de sodio (%pTNat) e percentual de transporte proximal
de potéssio (%pTK+), permanecendo constantes durante todo o periodo do
experimento (120 min), quando comparados com o controle interno

(Tabelas 2 a 9).

4.2.2. Efeitos renais do sobrenadante de macréfagos estimulados com

microcistina-LR v

O sobrenadante coletado (I mL) de macrofagos peritoneais
estimulados com | pg/mL de microcistina-LR foi administrado ao sistema
de perfuséo de rim isolado de rato aos 30 min. Os 30 min iniciais foram
considerados controle interno. A adi¢do do sobrenadante causou alteracdes
significativas dos parametros funcionais. Foram observados aumento
significativo (p<0,05) da pressédo de perfusdo, resisténcia vascular renal,

ritmo de filtracdo glomerular e fluxo urinario. O percentual de transporte
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de sodio (%TNa+), percentual de transporte proximal de sodio (%pTNat) e
percentual de transporte proximal de potéssio (%pTK+) apresentaram
reducdo significativa (p<0,05), enquanto o percentual de transporte de
potassio (%TK+) ndo sofreu alteracdo. Todos os parametros foram
comparados com o grupo controle e com o controle interno. Os resultados
estdo sumarizados nas tabelas 2 a 9.

A adicdo do sobrenadante de macrdfagos estimulados com
microcistina-LR causou um discreto, mas significante aumento na pressao
dc perfusao e resisténcia vascular renal aos 60 min (Figuras 16 e 17). O
fiuxo urinédrio (FU) também foi significantemente incrementado na
presenca de sobrenadante ativado pela toxina aos 60, 90 e 120 min. Este
aumento apresentou resposta maxima aos 120 min quando comparado com
0 grupo controle e com o controle interno (Figura 18). O ritmo de filtracdo
glomerular foi aumentado aos 60, 90 e 120 min, quando comparados com 0
grupo controle e com o controle int¢rno, com efeito maximo aos 60 min
(Figura 19). O percentual de transporte de sodio, o percentual de transporte
proximal de sodio e o percentual de transporte proximal de potassio foram
reduzidos aos 120 min (Figuras 20, 21 e 23), enquanto o percentual de

transporte de potéssio ndo foi alterado (Figura 22).
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4.2.3. Efeito do inibidor de sintese protéica (ciclohexamida) sobre o
efeito renal induzido pelo sobrenadante de macrofagos estimulados

com microcistina-LR.

A ciclohexamida (10% M), um inibidor de sintese protéica, foi
adicionado as culturas de macrofagos 30 min antes da microcistina-LR e
permaneceu durante todo o periodo de estimulo.

As alteracdes induzidas pelo sobrenadante de macrofagos
estimulados com microcistina-LR na resisténcia vascular renal, fluxo
urinario, ritmo de filtracdo glomerular e percentual de transporte de sodio,
foram bloqueadas significativamente pela ciclohexamida.

A ciclohexamida mostrou capacidade de reverter a maioria das
alteracbes provocadas pelo sobrenadante de macréfagos estimulados com
microcistina-LR, quando comparada com o grupo controle e com o
controle interno (Tabelas 2 a 9). A droga reverteu 0 aumento observado na
resisténcia vascular renal aos 60 min (Figura 17). Mostrou-se capaz de
blogquear 0 aumento observado no fluxo urinério e ritmo de filtracdo
glomerular aos 60, 90 e 120 min (Figuras 18 e 19). Também antagonizou o
decréscimo no percentual de transporte de sodio aos 120 min (Figura 20).

N&do houve reversdo das alteragbes causadas na pressdo de
perfusdo (Figura 16), percentual de transporte proximal de sodio (Figura

21) e potassio (Figura 23).
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4.2.4. Efeito dos inibidores de fosfolipase A2 sobre o efeito renal
induzido peto sobrenadante de macrofagos estimulados com

microcistina-LR.

Dexametasona 10 3 M), um inibidor de sintese protéica e de
fosfolipase A2, e quinacrina (10’ M), urn inibidor seletivo de fosfolipase
A4, administrados ao sobrenadante de macrofagos 30 min antes e durante a
estimulacdo com microcistina-LR foram capazes de blogquear os efeitos na
resisténcia vascular renal, fluxo urinario e ritmo de filtracdo glomerular
(Figuras 25, 26 e 27). Os inibidores de fosfolipase A2 reverteram o aumento
observado nestes parametros funcionais renais quando comparados com 0
v/upo controle e com o controle interno. Os dados estdo sumarizados nas
tabelas 9 a 17.

A dexametasona reverteu 0 aumento na resisténcia vascular
renal aos 60 min (Figura 25). Mostrou-se capaz de antagonizar os efeitos
do sobrenadante de macrofagos estimulados com microcistina-LR no fluxo
urinario e ritmo de filtracdo glomerular aos 60, 90 e 120 min (Figuras 26 e
27).

A quinacrina também reverteu 0 aumento na resisténcia
vascular renal aos 60 min (Figura 25). Mostrou-se capaz de antagonizar 0s
efeitos do sobrenadante de macrofagos estimulados com microcistina-LR

no fluxo urinario aos 60, 90 e 120 min (Figura 26) e no ritmo de filtracdo

glomerular aos 60 e 120 min (Figura 27).
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N&o houve reversdo das alteracOes causadas na pressdo de
perfusdo (Figura 24), percentual de transporte de soédio (Figura 28),
percentual de transporte proximal de sédio (Figura 29) e potéssio (Figura

31).

4.2.5. Efeito do inibidor de fator de necrose tumoral (TNF-a) sobre o
efeito renal induzido peto sobrenadante de macrdéfagos estimulados
com microeistina-LR.

A talidomida (1,5 x 10" M), inibidor da sintese de TNF-a,
blogueou apenas o efeito do sobrenadante de macrofagos estimulados com
microcistina-LR  na resisténcia vascular renal (Figura 30), ndo
aiitagonizando o efeito em outros parametros (Figuras 29 e 31 a 36).

A talidomida antagonizou de modo significante 0 aumento da
resisténcia vascular renal observado aos 60 min, quando comparada com o
grupo controle e controle interno (Figtira 33).

Esses dados estdo sumarizados nas tabelas 18 a 25.
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Figura 16- Acdo do inibidor de sintese protéica sobre a pressdo de
perfusdo (PP) dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos
(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR; Ipg/mL; n=6).
A ciclohexamida (CICLO; 10%M) foi ?dicionada as culturas de macrofagos
30 min antes de estimulacdo com a toxina. SOBMOS+RPMI (grupo
controle) representa o sobrenadante procedente de monocamadas de
macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em
relacdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo
tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por ANOVA (teste

de Bonferroni).
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Figura 17- Acdo do inibidor de sintese protéica sobre a resisténcia
vascular renal (RVR) dos rins perfundidos com sobrenadante de
macrofagos (SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR;
Ilpg/mL; n=6). A ciclohexamida (CICLO; 105M) foi adicionada as
culturas de macréfagos 30 min antes de estimulacdo com a toxina.
SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macréfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a=
significancia em relacdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em
relacéo ao grupo tratado com SOBMO0S+MCLR (p<0,05), comparados por
ANOVA (teste de Bonferroni).
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Figura 18- Ac¢do do inibidor de sintese protéica sobre o fluxo urinario
(FU) dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos
(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR; 1pg/mL; n=6).
A ciclohexamida (CICLO; 10'5M) foi adicionada as culturas de macréfagos
30 min antes de estimulagdo com a toxina. SOBMOS+RPMI (grupo
controle) representa 0 sobrenadante procedente de monocamadas de
macrdfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em
relacdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo
tratado com SOBMO0OS+MCLR (p<0,05), comparados por ANOVA (teste

de Bonferroni).
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Figura 19- Ac¢do do inibidor de sintese proteica sobre o ritmo de
filtracdo glomerular (RFG) dos rins perfundidos com sobrenadante de
macrofagos (SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR,;
1pg/mL; n=6). A ciclohexamida (CICLO; 10%5M) foi adicionada as
culturas de macrofagos 30 min antes de estimulagdo com a toxina.
SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macréfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a=
significancia em relacdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em
relacéo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por
ANOVA (teste de Bonferroni).
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Figura 20- Ac¢édo do inibidor de sintese protéica sobre o percentual de
transporte de sodio (%TNat) dos rins perfundidos com sobrenadante
de macrdéfagos (SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR;
Ipg/mL; n=6). A ciclohexamida (CICLO; 10°M) foi adicionada as
culturas de macrofagos 30 min antes de estimulacdo com a toxina.
SOBMOS+RPMI (grupo controle) rﬁpresenta 0 sobrenadante procedente
de monocamadas de macrdfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a=
significancia em relagdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em
relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por
ANOVA (teste de Bonferroni).
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Figura 21- Acdo do inibidor de sintese protéica sobre o percentual de
transporte de sédio proximal (%opTNat) dos rins perfundidos com
sobrenadante de macrofagos (SOBMOS) estimulados com
microcistina-LR (MCLR; 1pg/mL; n=6). A ciclohexamida (CICLO; 10’
5M) foi adicionada as culturas de macrofagos 30 min antes de estimulacdo
com a toxina. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante
procedente de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum
tratamento. a= significancia em relacdo ao grupo controle (p<0,05); b=
significancia em relagdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05),
comparados por ANOVA (teste de Bonferroni).
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Figura 22- Acdo do inibidor de sintese protéica sobre o percentual de
transporte de potéssio (%TK+) dos r4ins perfundidos com sobrenadante de
macrofagos (SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR; 1pg/mL,;
n=6). A ciclohexamida (CICLO; 10'5M) foi adicionada as culturas de macrofagos
30 min antes de estimulacdo com a toxina. SOBMOS+RPMI (grupo controle)
representa 0 sobrenadante procedente de monocamadas de macrofagos que néao
receberam nenhum tratamento. a= significAncia em relacdo ao grupo controle
(p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR
(p<0,05), comparados por ANOVA (teste de Bonferroni). !
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Figura 23- Acdo do inibidor de sintese protéica sobre o percentual de
transporte de potassio proximal (%pTK ) dos rins perfundidos com
sobrenadante de macrofagos (SOBMOS) estimulados com microcistina-LR
(MCLR; Ip,g/mL; n=6). A ciclohexafnida (CICLO; 10"5M) foi adicionada as
culturas de macrofagos 30 min antes de estimulagdo com a toxina.
SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente de
monocamadas de macréfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a=
significancia em relacdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em relacdo
a0 grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por ANOVA

(teste de Bonferroni). ,
/



93

SOBMOS+RPMI
SOBMOS+MCLR
SOBMOS+DEXA+MCLR
SOBMOS+QUNA+MCLR

Y]

Tempo (min)

Figura 24- Acao dos inibidores de fosfolipase A2 sobre a pressdo de perfuséo
(PP) dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos (SOBMOS)
estimulados com microcistina-LR (MCLR; 1pg/mL; n=6). A dexametasona
(DEXA; 10%M) e quinacrina (QUINA; 10%M) foram adicionadas as culturas de
macrofagos 30 min antes de estimulacdo com a toxina. SOBMOS+RPMI (grupo
controle) representa o sobrenadante procedente de monocamadas de macrofagos
que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relacdo ao grupo
controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com
SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por ANOVA (teste de Bonferroni).
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Figura 25- Ac¢do dos inibidores de fosfolipase A2 sobre a resisténcia vascular
renal (RVR) dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos
(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR; 1pg/mL; n=6). A
dexametasona (DEXA; 10' M) e quinacrina (QUINA; 10" M) foram adicionadas
as culturas de macrofagos 30 min antes de estimulagdo com a toxina.
SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente de
monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a=
significancia em relacdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em relacdo
ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por ANOVA

(teste de Bonferroni).
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Figura 26- Acéo dos inibidores de fosfolipase A2 sobre o fluxo urinario (FU)
dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos (SOBMOS)
estimulados com microcistina-LR (MCLR; 1pg/mL; n=6). A dexametasona
(DEXA; 105M) e quinacrina (QUINA; 105M) foram adicionadas as culturas de
macrofagos 30 min antes de estimulacdo com a toxina. SOBMOS+RPMI (grupo
controle) representa o sobrenadante procedente de monocamadas de macréfagos
que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relagdo ao grupo
controle (p<0,05); b= significAncia em relacdo ao grupo tratado com
SOBMOS + MCLR (p<0,05), comparados por ANOVA (teste de Bonferroni).
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Figura 27- Acdo dos inibidores de fosfolipase A2 sobre o ritmo de filtracéo
glomerular (RFG) dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos
(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR; 1pg/mL; n=6). A
dexametasona (DEXA; 103M) e quinadrina (QUINA; 10%5M) foram adicionadas
as culturas de macrofagos 30 min antes de estimulagdo com a toxina.
SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente de
monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a=
significancia em relacdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em relacéo
ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por ANOVA

(teste de Bonferroni).
/
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Figura 28- Acdo dos inibidores de fosfolipase A2 sobre o percentual de
transporte de sodio (%TNat) dos rins perfundidos com sobrenadante de
macrofagos (SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR; 1pg/mL;
n=6). A dexametasona (DEXA; 10%iy[) e quinacrina (QUINA; 105M) foram
adicionadas as culturas de macrofagos 30 min antes de estimulagdo com a toxina.
SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente de
monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a=
significancia em relacdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em relagao
ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por ANOVA

(teste de Bonferroni).
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Figura 29- Acao dos inibidores de fosfolipase A2 sobre o percentual de
transporte de sodio proximal (%pTNat) dos rins perfundidos com
sobrenadante de macréfagos (SOBMOS) estimulados com microcistina-LR
(MCLR; 1pg/mL; n=6). A dexametasona (DEXA; 10%M) e quinacrina (QUINA,;
10’>M) foram adicionadas as culturas de macrofagos 30 min antes de estimulacdo
com a toxina. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante
procedente de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum
tratamento. a= significAncia em relacdo ao grupo controle (p<0,05); b=
significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05),
comparados por ANOVA (teste de Bonferroni).
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Figura 30- Acdo dos inibidores de fosfolipase A2 sobre o percentual de
transporte de potassio (%TK+) dos rins perfundidos com sobrenadante de
macrofagos (SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR; 1pg/mL;
n=6). A dexametasona (DEXA; 10%M) e quinacrina (QUINA; 10%M) foram
adicionadas as culturas de macrofagos 30 min antes de estimulagcdo com a toxina.
SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente de
monocamadas de macréfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a=
significancia em relacdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em relacao
a0 grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por ANOVA

(teste de Bonferroni). ,
/
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Figura 31- Acdo dos inibidores de fosfolipase A2 sobre o percentual de
transporte de potassio proximal (%pTK+) dos rins perfundidos com
sobrenadante de macréfagos (SOBMOS) estimulados com microcistina-LR
(MCLR; pg/mL; n=6). A dexametasona (DEXA; 105M) e quinacrina (QUINA,;
10"M) foram adicionadas as culturas de macrdfagos 30 min antes de estimulacéo
com a toxina. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante
procedente de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum
tratamento. a= significancia em relacdo ao grupo controle (p<0,05); b=
significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05),
comparados por ANOVA (teste de Bonferroni). /
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Figura 32- Ac¢do do inibidor de TNF sobre a pressao de perfusdo (PP)
dos rins perfundidos com sobrenadante de macréfagos (SOBMOS)
estimulados com microcistina-LR (MCLR; Ipg/mL; n=6). A talidomida
(TALI; 1,5x105M) foi adicionada as éulturas de macrofagos 30 min antes
de estimulacdo com a toxina. SOBMO0S+RPMI (grupo controle) representa
0 sobrenadante procedente de monocamadas de macréfagos que ndo
receberam nenhum tratamento. a= significancia em relacdo ao grupo
controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com
SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por ANOVA (teste de
Bonferroni).
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Figura 33- Acdo do inibidor de TNF sobre a resisténcia vascular renal
(RVR) dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos
(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR; 1pg/mL; n=6).
A talidomida (TALI; 1,5x105M) foi adicionada as culturas de macrdfagos
30 min antes de estimulacdo com a toxina. SOBMOS+RPMI (grupo
controle) representa o sobrenadante procedente de monocamadas de
macréfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em
relacdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo
tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por ANOVA (teste

de Bonferroni).
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Figura 34- Ac¢édo do inibidor de TNF sobre o fluxo urinario (FU) dos
rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos (SOBMOS)
estimulados com microcistina-LR (MCLR; 1pg/mL; n=6). A talidomida
(TALI; 1,5x10%M) foi adicionada as culturas de macrofagos 30 min antes
de estimulagdo com a toxina. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa
0 sobrenadante procedente de monocamadas de macréfagos que ndo
receberam nenhum tratamento. a= significancia em relacdo ao grupo
controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com
SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por ANOVA (teste de

Bonferroni).
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Figura 35- Acédo do inibidor de TNF sobre o ritmo de filtracdo
glomerular (RFG) dos rins perfundidos com sobrenadante de
macréfagos (SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR;
Ip.g/mL; n=6). A talidomida (TALI; 1,5x105M) foi adicionada as culturas
de macrofagos 30 min antes de estimulagio com a toxina.
SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macréfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a=
significancia em relacdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em
relacéo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por
ANOVA (teste de Bonferroni).
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Figura 36- Acéo do inibidor de TNF sobre o percentual de transporte
de sdédio (%TNat) dos rins perfundidos com sobrenadante de
macréfagos (SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR;
lpg/mL; n=6). A talidomida (TALI; 1,5x10'5M) foi adicionada as culturas
de macrofagos 30 min antes de estimulagio com a toxina.
SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macréfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a=
significancia em relacdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em
relacéo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por
ANOVA (teste de Bonferroni).
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Figura 37- Ac¢do do inibidor de TNF sobre o percentual de transporte
de sodio proximal (%pTNa+) dos rins perfundidos com sobrenadante
de macrdéfagos (SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR;
lpg/mL; n=6). A talidomida (TALI; 1,5xI0’3M) foi adicionada as culturas
de macrofagos 30 min antes de estimulagdo com a toxina.
SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macréfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a=
significancia em relacdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em
relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por
ANOVA (teste de Bonferroni).
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Figura 38- Acdo do inibidor de TNF sobre o percentual de transporte
de potassio (%TK) dos rins perfundidos com sobrenadante de
macréfagos (SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR;
1pg/mL; n=6). A talidomida (TALI; 1,5x10"5M) foi adicionada as culturas
de macrofagos 30 min antes de estimulagdo com a toxina.
SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macréfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a=
significancia em relacdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em
relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por
ANOVA (teste de Bonferroni). /
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Figura 39- Acdo do inibidor de TNF sobre o percentual de transporte
de potassio proximal (%pTK+) dos rins perfundidos com sobrenadante
de macroéfagos (SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR;
Ipg/mL; n=6). A talidomida (TALI; 1,5x10’5M) foi adicionada as culturas
de macrofagos 30 min antes de estimulagio com a toxina.
SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macréfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a=
significancia em relacdo ao grupo controle (p<0,05); b= significancia em
relacéo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por
ANOVA (teste de Bonferroni).
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43. Efeito «a alca intestinal isolada de rato.

No modelo de alca intestinal isolada de rato e no tempo de 18
horas, foi observado atividade secretoria da toxina da cdlera, utilizada
como controle positivo. A microcistina-LR (Ipg/mL) e o sobrenadante de
macrofagos da lamina prépria estimulados com microcistina-LR (Ipg/mL)
foram capazes de induzir secregdo significante neste modelo (Figura 40). A
taxa de secrecdo do fluido intestinal foi avaliada levando em consideragao

0s pesos umido e seco dividido pelo comprimento da al¢a (Tabela 26).
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Tabela 26- Efeito intestinal da toxina da célera (TC -1pg/mL - controle
positivo), microcistina-LR (MCLR - Ipg/inL) e sobrenadante de
macrofagos estimulados com microcistina-LR (SobMCLR - 1pg/mL)

em modelo de al¢a isolada de rato.

Grupo Peso Umido Peso seco g/lcm
PBS (controle) 0.120+0.02 0.053+0.001 0.07+0.001
TC 0.179+0.01 a 0.062+0.004 0.12+0.004
MCLR 0.155+0.01a 0.069+0.003 0.09+0.003
Duibecco 0.124+0.01 0.052+0.002 0.03+0.002
(controle)

SOBMCLR 0.162+0.01b 0.066+0.003 0.10+0.003

Os dados representam a media £ E.P.M. (p<0,05) e foram analisados por
Leste t de Student ndo pareado. Foram utilizados 6 animais em cada grupo.
Duibecco - meio de cultura utiIizadB para obtencdo de sobrenadante de
macrofagos da lamina propria (representa o grupo controle sem estimulo),
a- significancia em relacdo ao grupo controle Ringer; b- significancia em

relacdo ao grupo controle Duibecco.



Secrecdo (g/cm)

i | Peso umido
rn Peso seco

Figura 40- Efeito intestinal da toxina da colera (TC — controle
secretorio positivo), microcistina-LR (MCLR) e sobrenadante de
macréfagos estimulados com microcistina-LR (1jig/mL) em modelo de
alca isolada de rato. Foram utilizado§ 6 animais em cada grupo. Dulbecco
- meio de cultura utilizado para obtencdo de sobrenadante de macréfagos
da lamina prépria (representa o grupo controle sem estimulo). Os dados
representam a media = E.P.M. e foram analisados teste t de Student ndo
pareado com significancia de p<0,05. a- significancia em relacdo ao grupo

controle Ringer; b- significancia em relagdo ao grupo controle Dulbecco.
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4.4, Efeito na perfusao intestinal.

O modelo de pefusdo intestinal in vivo, foi utilizado para
avaliar o efeito da microcistina-LR (Ipg/mL) e do sobrenadante de

macrofagos estimulados com microcistina-LR (Ipg/mL), na absorcdo de
eletrolitos e agua. A toxina da cdlera foi utilizada como controle secretorio
positivo. O meio de cultura utilizado para obtencdo de macréfagos da
lamina propria foi o Dulbecco e este grupo representa o sobrenadante sem
estimulo.

A microcistina-LR alterou significativamente a absorcao
intestinal de sddio quando comparada com o grupo controle (RINGER) da
mesma forma que a toxina da colera (Figura 41). Entretanto, quando houve
0 pré-tratamento com a toxina da colera, a microcistina-LR promoveu uma
diminuicdo da atividade secretora, quando comparada com as toxinas
utilizadas isoladamente.

Por sua vez, microcistina-LR promoveu alteracdo significativa
na absorcdo intestinal de potassio quando comparada com o grupo controle
da mesma forma que a toxina da colera. Foi observado ainda uma redugéo
da secrecdo de potassio nos animais pré-tratados com toxina da célera 18
horas antes do experimento (Figura 42).

A microcistina-LR, da mesma forma que a toxina da colera,

promoveu alteracdo significativa na absorcdo de agua. Nos animais pré-
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tratados com a toxina da colera, a microcistina-LR foi capaz de promover
reducdo desta, secrecdo (Figura 43).

Com relacéo a absorcdo de cloreto, a microcistina-LR também
foi responsavel por alteracdo significativa, assim como a toxina da colera.
No grupo tratado previamente com toxina da colera, a perfusdo com
microcistina-LR demonstrou resultado semelhante ao da microcistina-LR e
da toxina da cdlera usadas isoladamente (Figura 44).

Por sua vez, o sobrenadante de macrofagos estimulados com
microcistina-LR também promoveu alteracdo na absorcdo de sdédio de
modo semelhante a microcistina e a toxina da célera (Figura 45).

Efeito significativo semelhante também foi observado na
absorcdo de potassio e de &gua (Figuras 46 e 47). Com relacdo a absorcédo
de cloreto, foi observado que o sobrenadante de macréfagos estimulados

com microcistina-LR causa alteracdo similar a da microcistina-LR e toxina

da colera diretamente (Figura 48).

[

Estes resultados demostram que o sobrenadante de macrofagos
da lamina propria estimulados com microcistin-LR é capaz de promover
alteracdo na absorcdo de agua e dos eletrolitos, sédio, potassio e cloreto,
comparavel aos efeitos da toxina da coélera e da microcistina-LR

diretamente. Os dados estdo sumarizados na tabela 27.
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TC
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TC+MCLR

Figura 41- Efeito no transporte de sodio da toxina da célera (TC -
Ipg/mL - controle positivo) e micrpcistina-LR (MCLR - lpg/mL) na
auséncia e presenca de pré-tratamento com toxina da cdlera
(TC+MCLR). Os dados representam a média + E.P.M. e foram analisados
por ANOVA (teste de Bonferroni) com significancia de p<0,05 Os
valores negativos sdo considerados como balangco secretorio e valores

positivos sdo considerados balango de absorcéo.
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Figura 42- Efeito no transporte de potassio da toxina da célera (TC -
Ipg/mL - controle positivo) e micrpcistina-LR (MCLR - Ipg/mL) na
auséncia e presenca de preé-tratamento com toxina da cdlera
(TC+MCLR). Os dados representam a média + E.P.M. e foram analisados
por ANOVA (teste de Bonferroni) com significancia de p<0,05 Os
valores negativos sdo considerados como balango secretorio e valores

positivos sdo considerados balango de absorcao.
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Figura 43- Efeito no transporte de agua da toxina da colera (ljig/mL -
controle positivo) e microcistina-LR (Ipg/mL) na auséncia e presenca
de pré-tratamento com toxina da cllera. Os dados representam a média
+ E.P.M. e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni) com
significancia de p<0,05 Os valores negativos sdo considerados como
balango secretorio e valores positivos sdo considerados balango de

absorcao.
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RINGER
TC

MCLR
TC+MCLR

Figura 44- Efeito no transporte de cloreto da toxina da colera (TC -
Ipg/mL - controle positivo) e microcistina-LR (MCLR - Ipg/mL) na
auséncia e presenca de pré-tratamento com toxina da colera
(TC+MCLR). Os dados representam a média = E.P.M. e foram analisados
por ANOVA (teste de Bonferroni) com significancia de p<0,05 Os
valores negativos sdo considerados como balanco secretorio e valores

positivos sdo considerados balanco de absorgéo.
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Figura 45- Efeito no transporte de soédio do sobrenadante de
macréfagos estimulados com microcistina-LR (MCLR - 1pg/mL). Os
dados representam a média = E.P.M. e foram analisados por ANOVA (teste
de Bonferroni) com significancia de p<0,05 Os valores negativos sdo
considerados como balanco secretdrio e valores positivos sdo considerados
balanco de absor¢do. Duibecco (grupo controle) representa o sobrenadante
procedente de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum

tratamento.
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DULBECCO
SobMCLR

Figura 46- Efeito no transporte de potassio do sobrenadante de
macrdéfagos estimulados com microcistina-LR (MCLR - Ipg/mL). Os
dados representam a média = E.P.M. e foram analisados por ANOVA (teste
de Bonferroni) com significancia de p<0,05 Os valores negativos séo
considerados como balancgo secretorio e valores positivos sdo considerados
balango de absorcdo. Dulbecco (grupo controle) representa o sobrenadante
procedente de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum

tratamento.
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Figura 47- Efeito no transporte de &gua do sobrenadante de
macrdéfagos estimulados com microgistina-LR (MCLR - Ipg/mL). Os
dados representam a média + E.P.M. e foram analisados por ANOVA (teste
de Bonferroni) com significancia de p<0,05 Os valores negativos séo
considerados como balango secretorio e valores positivos sdo considerados
balanco de absorcdo. Dulbecco (grupo controle) representa o sobrenadante
procedente de monocamadas de macrdéfagos que ndo receberam nenhum

tratamento.
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DULBECCO SobMCLR

Figura 48- Efeito no transporte de cloreto do sobrenadante de
macrofagos estimulados com microcistina-LR (MCLR - 1pg/mL). Os
dados representam a média + E.P.M. edoram analisados por ANOVA (teste
de Bonferroni) com significancia de p<0,05 Os valores negativos sdo
considerados como balango secretorio e valores positivos sdo considerados
balanco de absorcdo. Duibecco (grupo controle) representa o sobrenadante
procedente de monocamadas de macrdéfagos que ndo receberam nenhum

tratamento.
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4.5. Embriotoxicidade

A tabela 28 mostra os resultados obtidos com a microcistina-
LR no desenvolvimento embrionario de ovos de ourico do mar Lytechinus
variegatus. Este método permite avaliar o potencial citotoxico, teratogénico
e antineoplasico de compostos, sendo amplamente utilizado para
determinacdo do potencial embriotdxico. Nas concentracdes testadas (0,1;

0,3; 1, 3; e 10 pg/mL), a microcistina-LR ndo causou alteraces em

nenhum dos estagios observados (p<0,05).

Tabela 28- Efeito da microcistina-LR (10 pg/mL) no desenvolvimento

de ovos de ourico do mar variegatus.
Controle Microcistina-LR
[ divisao 91.0 +0.6 86.7 £3.0
2 divisdo 943 £1.5 90.7+ 12
Blastula 88.5+ 15 91.0+1.0
Larva 73.5 1.5 76.5+£25

A toxina foi adicionada 2 minutos apds a fecundacdo. Foram fixadas
aliquotas relativas a primeira e terceira divisdes, blastula e larva. Foram

contados 100 embrides cm cada amostra. Os dados correspondem a média

+ E.P.M. de 3 experimentos.
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4.6. Efeito da microcistina na secrecdo de insulina

A Microcistina-LR potencializou a secrecdo de insulina
induzida por 16,7 mM de glicose. Na presenca de 5 pg/ mL (~5 nmol)
desta toxina, a secrecdao de insulina foi 2,25 vezes maior que o respectivo
controle (16,7 mM), mas na presenca de baixa concentracdo de glicose de
2,8 mM (préximo da concentracdo basal), o efeito da toxina (5 pg/ mL) ndo
foi observado (Figura 49a). Apds o tempo de incubacdo, as células foram
lavadas duas vezes com 0,75 mL de Krebs tamponado com bicarbonato,
seguindo-se urna nova incubacdo apenas na presenca de glicose. Apos este
periodo de incubacdo, nas ilhotas que foram incubadas com 16,7 mM de
glicose mais 5 pg/ rL de toxina foi observado uma reducdo de quatro
vezes na secre¢do de insulina quando comparado com o0 respectivo

controle. Com 2,8 mM de glicose nenhuma diferenca foi observada (Figura

49b)
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Figura 49- Secrecdo de insulina na presenca e auséncia de
microcistina-LR (MCLR). A secrecdo foi avaliada durante (a) e ap6s o

periodo de incubacéo (b).
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5. DISCUSSAO

Em nossos experimentos anteriores com rim isolado de rato foi
demonstrado a capacidade da microcistina-LR alterar a pressao de perfusao
e a resisténcia vascular renal de forma significante. Na tentativa de verificar
se este efeito deve-se a uma acdo direta da toxina sobre a vasculatura ou a
liberacdo de mediadores capazes de desencadear esse efeito vasoconstrictor
foi avaliado o efeito da microcistina-LR (1,3, 10, 30, 100 e 300 ng/mL) em
anel de aorta isolado de rato.

A microcistina-LR nas doses utilizadas (dose maxima de ~1,5
p,.M) ndo exerceu nenhum efeito sobre o leito vascular de aorta de rato,
apesar de Katsuyama e Morgan. (1993) terem demonstrado que nas
concentraces de IpM e I00OnM, a microcistina-LR seja capaz de induzir,
através da acdo de PGFXt e calcio intracelular, contracdo significante em
células do anel de aorta de furdo (Mufstela putorious furo). A dose maxima
utilizada foi escolhida com base em dados da literatura e por ter se
mostrado capaz de alterar os parametros funcionais renais em nossos
experimentos (NOBRE e cols., 1999).

As células endoteliais possuem propriedades de contratilidade
e sistema actinomiosina com caracteristicas semelhantes as do musculo
esquelético e o ion célcio tem participacdo n.o fenbmeno de excitacdo e

contragdo (GUYTON, 1994). A microcistina-LR tem a capacidade de
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aumentar o fluxo de calcio intracelular (RUNNEGAR e cols., 1987), além
de induzir a liberacdo de acido araquidonico, assim como seus mediadores
(NASEEN e cols., 1988). E possivel, que o efeito constritor entretanto, seja
dependente de mediadores liberados pela acdo da toxina.

Alguns trabalhos demonstram que a microcistina-LR pode
estimular além da liberacdo de 4&cido araquidbnico, citocinas pro-
inflamatorias como IL-10 e TNF-a (NAKANO e cols., 1991; FUJIKI,;
SUGANUMA, 1994). Rocha e cols. (2000) demonstraram, através de
analise por ELISA, que sobrenadante de macréfagos estimulados com
microcistina-LR sdo capazes de sintetizar IL-1p e TNF-a.

Vesey e cols. (2002b) observaram que a IL-ip € capaz de
suprimir a proliferacdo celular, aumentar a producdo de fibronectina e
promover a expressdo de actina em células tubulares proximais de
humanos. Esta expressdo de actina tambem é observada em células
mesangiais de rato, devido a sintése protéica e a reorganizagdo do
citoesqueleto (WANG e cols., 2002).

Ruiz-Ortega e cols. (2002) demonstraram a presenca de TNF-
a nos glornérulos, principalmente nas células endoteliais, tubulos renais e
veias. Esta citocina pode ter um papel importante na apoptose renal
(KORNHAUSER e cols., 2002). Além disso, 0 TNF-a pode ser dtil no
diagnostico precoce de carcinoma de célula renal e no acompanhamento

pos operatorio (YOSHIDA e cols., 2002).



128

Por sua vez, Gormley e cols. (2002) demonstraram que as
células renais sdo vulneraveis a injaria mediada por citocinas pro-
inflamatdrias, entre elas, IL-8, TNF-a e IL-lIp. Baseado nesses dados,
resolveu-se demonstrar a participacdo de macrofagos na atividade biologica
da microcistina-LR, bem como o efeito de mediadores inflamatdrios no
sistema renal.

A adicdo do sobrenadante de macrofagos estimulados com
microcistina-LR causou significante aumento na pressdo de perfusdo,
resisténcia vascular renal, ritmo de filtracdo glomerular e fluxo urinério.
Foi capaz ainda de reduzir de modo significante o percentual de transporte
tubular de sodio, o percentual de transporte proximal de sédio e o
percentual de transporte proximal de potassio, enquanto o percentual de
transporte tubular de potassio ndo foi alterado. Tais achados corroboram
com trabalho anterior, no qual foi demonstrada a nefrotoxicidade da
microcistina-LR (NOBRE e cols., 1989).

Os resultados observados no rim isolado, sugerem que
macrofagos  estimulados com  microcistina-l R estdo  envolvidos
indiretamente nos efeitos promovidos pela toxina, através da liberacdo de
mediadores com acdo renal, que atuam a nivel glomerular, vascular e

tubular, principalmente no segmento proximal, interferindo na reaborséo

dos eletrélitos sodio e potassio.
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Na tentativa de investigar quais os mediadores envolvidos na
nefrotoxicidade da microcistina-LR, realizou-se um  “screnning”
farmacoldgico.

Para tanto, inicialmente foi utilizado ciclohexamida, um
inibidor classico de sintese protéica (OHH; TAKEI, 1995) e de mediadores
inllamatorios (JIAO e cols., 1991). Neste protocolo experimental,
observou-se que a droga, antes e durante a estimulacdo dos macrofagos
com microcistina-LR produziu um bloqueio significativo nas alteracdes
promovidas na resisténcia vascular renal, fluxo urinario, ritmo de filtracéo
glomerular e percentual de transporte tubular de sodio, evidenciando dessa
forma, que a nefrotoxicidade do referido sobrenadante era dependente da
sintese protéica.

Um suporte adicional para essa evidéncia, baseou-se no fato de
que a dexametasona, um inibidor de sintese protéica e de fosfolipase A2
(BARNES; ADCOCK, 1993), tambérp interferiu de forma significante nos
efeitos promovidos pelo sobrenadante de macréfagos estimulados com
microcistina-LR na resisténcia vascular renal, fluxo urinario e ritmo de
filtracdo glomerular. Nesse contexto, vale ressaltar, que a dexametasona é
capaz de bloquear a transcricio do RNA mensageiro de determinadas
citocinas, como TNF-a, IL-1 e IL-8, com consequente inibicdo da sintese

destes fatores protéicos, por macrofagos (WILCKENS; RTIJK, 1997).
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A toxicidade renal observada provavelmente é desencadeada
pela acdo de um mediador de natureza protéica, provavelmente uma
citocina, com atividade pro-inflamatoria, presente no sobrenadante de
macrofagos estimulados com microcistina-LR.

Macréfagos sdo importantes células imunes, que atuam
sinalizando a presenca de substratos estranhos através da liberacdo de
fracOes de fosfolipideos, do tipo acido araquiddnico, atraves da atividade
da enzima fosfolipase A2 que servem de substrato para a sintese de
prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e citocinas (ROCHA, 1998;
ROCHA e cols., 2000). E bem descrito que eicosandides medeiam injaria
epitelial glomerular (L1U e cols., 2001) e que RNAm de fosfolipase A2, do
grupo 11, estdo presentes no baco, pulmédo, figado e rim de ratos normais
(YOSH1IKAWA e cols.,, 2001). O metabolismo alterado do acido
araquidénico tem sido implicado na patogénese de varias injurias renais
(CUMMING e cols., 2002).

Dando continuidade ao rastreamento farmacologico, além da
dexametasona foi utilizado a quinacrina, um inibidor seletivo de fosfolipase
A? (YINGST e cols.,, 2000), que se mostrou tdo eficaz quanto a
dexametasona no bloqueio dos efeitos na resisténcia vascular renal, fluxo
urindrio e ritmo de filtracdo glomerular. Esses resultados sugerem a
participagdo de fosfolipase A2 , bem como outros mediadores protéicos,

ratificando a importéncia desta enzima, bem como de eicosanoides, nas
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alteracOes renais induzidas por microcistina-LR, em rim isolado de rato,
relatada por Nobre e cols. (2001).

A microcistina-LR €é capaz de provocar a liberacdo de IL-ip e
TNF-a por macrofagos peritoneais (ROCHA e cols.,, 2000). Com a
finalidade de investigar a participacdo de TNF-a na nefrotoxicidade
promovida por sobrenadante de macrofagos estimulados com microcistina-
LR, foi utilizada a talidomida, um inibidor seletivo da sintese de TNF-a
cujo mecanismo de acdo envolve a degradacdo do RNA mensageiro desta
citocina (MOREIRA e cols., 1993; GEORGE e cols., 2000).

A talidomida suprime a producdo de TNF-a por mondcitos-
macrofagos in vitro, reduz o TNF-a sérico de pacientes com hanseniase
(TRAMONTANA e cols., 1995) e é capaz de inibir o TNF-a derivado de
células T de maneira direta e seletiva. Foi demonstrado que, tanto
talidomida como dexametasona, inibem a producdo de TNF-a; entretanto,
pouco se sabe sobre a seletividade ceIIJIar (ROWLAND e cols., 1999).

A talidomida bloqueou apenas o efeito do sobrenadante de
macrofagos estimulados com microcistina-LR na resisténcia vascular renal,

ndo antagonizando os efeitos em outros parametros. Esses dados sugerem
que o TNF-a presente no sobrenadante de macréfagos estimulados com

microcistina-LR, ndo é o principal mediador responsavel pela toxicidade /
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renal, apesar de estar envolvido em outras atividades bioldgicas da
microcistina-LR,

Da mesma forma, Rocha e cols. (2000) demonstraram que 0
sobrenadante de macrofagos estimulados com microcistina-LR é capaz de
causar efeito eletrogénico em ileo de coelho e que o TNF-a ndo afeta a
atividade secretora intestinal.

Sueoka e cols. (1997) demonstraram que nodularina e
microcistina-LR induzem a liberagcdo de TNF-a em hepatdcitos in vitro, o
qual pode estar relacionado com a hepatotoxicidade destas toxinas. Além
disso, TNF-a pode estar envolvido na promocéo e progressao tumoral em
humanos induzida por microcistina-LR (FUJIKI; SUGANUMA, 1994,
1999).

Relatos anteriores descrevem que TNF-a pode atuar, de
maneira autdcrina, levando a génese de outros mediadores da inflamacéo,
com a consequente amplificacdo de sifas acdes biologicas (ROCHA e cols.,
1998), provavelmente o TNF-a esta atuando como um importante
modulador autdcrino, um possivel amplificador, e ndo como agente
desencadeador da nefrotoxicidade deste sobrenadante.

Rocha e cols. (2000) sugeriram que a IL-ip, presente no
sobrenadante de macrofagos estimulados com microcistina-LR, pode ser /
um fator secretério intestinal importante, envolvido na resposta

eletrogénica produzida em ileo de coelho. Na nefrotoxicidade do
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sobrenadante de macrofagos estimulados com microcistina-LR pode-se
supor a participacdo deste mediador.

Vale salientar que além dos rins, o intestino foi identificado
como local de acumulo de quantidade significante de microcistina-LR
(ROBINSON e cols., 1991), sendo a parede intestinal, o primeiro tecido
vulneravel a entrar em contato com a toxina presente na agua de consumo.
Ademais, a microcistina-LR tem causado epidemias de gastroenterite em
humanos (TEIXEIRA e cols.,, 1993) e quadro diarréico em animais
(DEVRIES e cols, 1993).

A microcistina-LR ndo é rapidamente permeavel através das
membranas celulares, sendo entretanto, ativamente transportada por um
mecanismo de transporte de acidos biliares presente no figado, intestino e
células renais (FALCONER e cols, 1992; RUNNEGAR e cols, 1991,
CATTORI e cols, 2001).

O transporte através das celulas intestinais € seguido pela
passagem através da veia porta no figado, onde a maioria da toxina é
absorvida diretamente no hepatdcito, seu principal alvo. Portanto, a toxina
parece atacar preferencialmente o epitélio do intestino delgado e
hepatocitos (FALCONER 1993).

Com base nestas informacdes e diante dos resultados obtidos
em rim isolado de rato, foi realizado o estudo do efeito direto da

microcistina-LR na secrecédo intestinal.
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Para tanto inicialmente, foi utilizado o modelo de alca
intestinal de rato, O segmento ileal foi selecionado tendo em vista a
presenca de carreadores especificos de acidos biliares que favorecem a
absor¢do da microcistina-LR (B1SCHOFF, 2001). A toxina do Vibrio
choiera foi utilizada como controle secretorio positivo, devido o seu efeito
no blogueio da absorcdo de agua e eletrdlitos e a estimulacdo da secrecao
dos mesmos (LIMA, 1998; SILVA e cols.,, 1998; SILVA, 2002). Neste
protocolo experimental, foi observado que a microcistina-LR induz
secrecdo /i vivo, da mesma forma que a toxina da colera.

Na etapa subsequente da tentativa de determinar o efeito
secretorio da microcistina foi utilizado o modelo de perfuséo intestinal in
vivo, onde o perfusato coletado durante intervalos de 20 min, em um total
de 100 min, foi destinado a dosagens de sddio, potassio, cloreto e
osmolalidade.

A partir deste protocolo, experimental, demonstrou-se que a
microcistina altera a absorcdo de sodio, potassio, cloreto e agua de modo
similar ao efeito da toxina da cdlera. Neste contexto, observou-se um
aumento na secrecdo de &gua e eletrolitos, caracterizando o efeito desta
toxina na secrecao intestinal.

Existe uma série de relatos na literatura evidenciando a
participacdo de mediadores sintetizados por macrofagos, entre eles,

interleucina | (HINTERLEITNER e cols., 1996), fator de necrose tumoral
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(KANDILH e cols., 1992), fator de agregacdo plaquetaria
(HINTERLEITNER e cols., 1997), leucotrienos (SMITH e cols., 1990) e
prostaglandinas (CIANCIO; CHANG, 1992) na inducdo, direta ou indireta,
da secrecdo intestinal in vivo e/ou in vitro.

Por outro lado, Rocha e cols. (2000) demonstraram a

capacidade da microcistina-LR induzir a liberacdo de interleucina 1£ e

fator de necrose tumoral-a de macrofagos in vitro. A partir destas
informacdes, resolveu-se demonstrar a participacdo de macrofagos na
atividade biologica da microcistina-LR, bem como o efeito de mediadores
inflamatorios na secrecdo intestinal.

No modelo de alca intestinal, foi observado que o
sobrenadante de macrdfagos estimulados com microcistina-LR induz
secrecdo in vivo, da mesma forma que a toxina da coOlera e a microcistina-
LR diretamente.

Na etapa subsequente, 4 utilizando o modelo de perfusdo
intestinal in vivo, foram obtidos dosagens de sodio, potassio, cloreto e
osmolalidade, para avaliagdo do efeito secretorio do sobrenadante de
macrofagos estimulados com microcistina-LR.

A partir deste protocolo experimental, demonstrou-se que o
sobrenadante de macrofagos estimulados com microcistina-LR altera a /
absorcdo de sddio, potéssio, cloreto e dgua de modo similar ao efeito da

toxina da colera e da microcistina-LR diretamente. Neste contexto,
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observou-se um aumento na secrecdo de agua e eletrolitos, caracterizando o
eleito de mediadores liberados por macréfagos estimulados com
microcistina-LR na secrecao intestinal.

Estes resultados observados sugerem que macréfagos
estimulados com microcistina-LR estdo envolvidos indiretamente nos
efeitos promovidos pela toxina, através da liberacdo de mediadores com
acdo intestinal. Estes dados estdo em concordéncia com Rocha e cols.
(2000) que demonstraram que o sobrenadante de macrofagos peritoneais in
viiro estimulados com microcistina-LR induzem secrecdo eletrogénica em
mucosa ileal de coelho no modelo de cdmara de Ussing.

Por outro lado, na perfusdo intestinal, a microcistina-LR
mostrou-se capaz de inibir parcialmente o efeito secretdrio da toxina colera,
quando os animais foram pré-tratados 18 horas antes. Estes dados sugerem
que, provavelmente, a microcistina-LR e toxina da coOlera atuem em
mecanismos distintos.

As funcbes secretorias e absortivas do trato intestinal sdo
espacialmente separadas, a secrecdo ocorre predominantemente nas células
da cripta, enquanto que a absorcéo nos vilos (SILVA, 2002).

A absorcdo de sodio ocorre por meio de mecanismos situados
na membrana apical das celulas de borda em escova, todos eles
impulsionados pelo potencial eletroquimico de sédio (BACHMANN e

cols., 2003). Este potencial eletroquimico é aproveitado para transportar o
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fon CI', além disso, este transporte vai aumentando de importancia a
medida que se desloca para o ileo terminal. O ion potassio tem um
potencial quimico altamente desfavoravel a um transporte transcelular, de
forma que apenas a via paracelular possibilita a absorcao passiva deste ion
(SILVA, 2002), enquanto a passagem da agua ocorre através de um canal
de baixa condutancia (LOO e cols., 1999).

O sddio absorvido pelo epitélio acarreta em um aumento na
absorcdo de sodio transcelular acompanhado de um aumento na
condutancia da membrana basoiateral ao potassio (CLARKSON, 1967). A
atividade do canal de potassio parece ser regulada pelo grau de organizacao
da actina do citoesqueleto do enterécito (SCHULTZ; DUBINSKY, 2001).
A microcistina-LR induz deformacdo do citoesqueleto de enterdcitos de
maneira semelhante ao observado em hepatocito (FALCONER e cols.,
1992). Por conseguinte, o efeito secretdrio de potassio desencadeado pela
microcistina-LR e pelo sobrenadante de macrofagos ativados com a toxina,
podem envolver a depolimerizacdo da actina, um dos microfilamentos que
sdo afetados por esta toxina em questdo (WICKSTROM e cols., 1995).

A literatura relata que a toxina da colera ativa adenilatociclase
e como conseqliéncia, a concentracdo intracelular de cCAMP é grandemente
aumentada. Este ativa a quinase A que, catalisa a transferéncia de um
fosfato terminal do ATP para serinas ou treoninas especificas de

determinadas proteinas, entre elas, os canais de Cf na membrana apical das
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ceélulas da cripta ou os co-transportadores de Na+-CF nas células dos vilos.
A resposta final é o exacerbado aumento da secrecdo de Cf nas células da
cripta e uma concomitante reducdo da absor¢do em co-transporte do Na+-
CT nas células dos vilos (SILVA, 2002).

O co-transporte basolateral Nat+/K+/2CF tem sido demonstrado
como um sitio regulatério para secrecdo eletrogénica de CF
(FAROKHZAD e cols.,, 1999; TURNHEIM e cols., 2002; LARSEN e
cols., 2002).

A microcistina-LR € uma potente inibidora das fosfatases
serina e treonina, incluindo as proteinas fosfatases tipo 1 e 2A e é capaz de
prevenir em peixe Squalus acanthias, a defosforilagdo do co-transportador
Nat-K+-CF, componente necessario de ativacdo de secrecdo intestinal na
toxicidade da diarréia. Microcistina, nodularina e caliculina A séo potentes
inibidores da defosforilagéo de co-transportador Na+-K+-CF, demonstrando
que fosfatase | ou fosfatase 2A sdo provavelmente as fosfatases que estdo
envolvidas (BEHNKE e cols., 1999).

Portanto, é possivel supor que a microcistina-LR iniba a
defosforilacdo do co-transportador Na+-K+-CF e dessa forma promova uma
secrecdo de eletrdlitos significante. Por outro lado, os mediadores liberados
pelos macrdfagos estimulados por microcistina-LR também desempenham

papel importante nesta secrecdo intestinal.
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Os resultados da investigacdo no rim e intestino, corroboram
com dados da literatura que demonstram a existéncia de uma proteina
idéntica no rim e ileo envolvida no transporte de uma série de substratos,
entre eles, a microcistina-LR. Por conseguinte, a toxina que teve seu
transporte favorecido, pdde promover ac¢fes toxicas tanto no rim como no
intestino.

Estes resultados mostraram-se bastante coerentes com 0S
dados em rim isolado de rato, visto que, tanto a microcistina-LR como o
sobrenadante de macrofagos estimulados com esta toxina, induzem efeito
glomerular bastante intenso, evidenciado pelo aumento de fluxo urinario e
ritmo de filtracdo glomerular, assim como efeito tubular, caracterizado pela
diminuicdo na reabsorcdo de sodio e potassio.

Com relacdo a citotoxicidade in vitro, existem poucos estudos
envolvendo a exposicdo de linhagens celulares a microcistina-LR
purificada e eles mostram que esta substancia ndo é toxica para as células
testadas (HENNING e cols., 1992a,b). Entretanto, Chong e cols. (2000)
mostraram o efeito citotoxico da microcistina-LR em células de carcinoma
epidermoide oral de humanos (KB) e células de hepatomas H35 de ratos
Reuber (H-4-11-E).

Por outro lado, informacg6es dos efeitos genotdxicos sdo muito
limitadas. O potencial mutagénico de toxinas de cianobactérias foi avaliado

usando teste de mutagenicidade em Salmonella typhimurim, teste de
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esporulacdo multigene de Bacillus subtilis e teste utilizando linfécitos
humanos. Os ensaios bacterianos sugeriram que as toxinas ndo foram
mutagénicas, mas induziram elevadas taxas de aberragdes cromossémicas

em linfocitos (REPAVICH e cols., 1990).

Rao e cols. (1998) demonstraram efeito danoso da
microcistina-LR no DNA de células de rim de hamster recém-nascido
(BHK 21) e fibroblastos de embrido de camundongos (MEF). Esta
citotoxicidade estd fortemente correlacionada com a fragmentacdo do
DNA. Boe e cols. (1991) tém mostrado que microcistina-LR (0,8 pM por 3
horas) induz. fragmentacdo nuclear e apoptose em cultura de hepatdcitos de
ratos. Khan e cols. (1995) também relataram alteracbes nucleares
compativeis com apoptose em fibroblastos e células renais tratadas com
microcistina-LR (10, 100, 200 pM por 6 a 18 horas). Esses dados indicam
que a microcistina-LR é capaz de induzir dano no DNA in vitro de algumas
linhagens celulares. !

Por outro lado, no estudo de teratogenicidade utilizando o
peixe de &gua doce, Misguruns mizolepis Gunthe, demonstrou-se que a
microcistina-LR é toxica nos estagios de divagem, gastrula e pos ecloséo.
Observou-se que a toxina foi letal para os peixes jovens em exposicao
subaguda, mas de forma menos sensivel que os embrides e as larvas

(LIANG e cols., 1988; ZHOU e cols., 1995a; ZHOU e cols., 1995b; LIU e

cols., 2002).
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Com base nos dados descritos na literatura, resolveu-se avaliar
o efeito da microcistina-LR no desenvolvimento de ourico do mar, a fim de
determinar sua possivel acdo antimitdtica e teratogénica.

Em nossos experimentos, a microcistina-LR ndo causou
inibicdo nas clivagens do ourico do mar Lytechinus variegatus, nem foi
capaz de induzir anomalias no estagio larval deste animal, indicando que
nas concentragdes testadas, a toxina ndo interfere no desenvolvimento
embrionario desta especie.

Isto provavelmente, deve-se a dificuldade que a microcistina-
LR tem de entrar nas células. A hipoOtese de que esta toxina penetra na
célula por simples difusdo tem sido demonstrada como invalida. O sistema
transportador multiespecifico de acidos biliares parece explicar a
especificidade da toxina pelo figado e mais recentemente seu efeito no rim
e intestino (ERLKSSON e cols., 1988; 1990). Ademais, ndo existem dados
sobre um sistema de transporte semelhante para as células de ourico, 0 que
explicaria a auséncia de efeito.

Nossos dados estdo de acordo com Oberemn e cols. (1997) que
estudaram o efeito da microcistina-LR no desenvolvimento do peixe Donio
rerio e ndo encontraram nenhuma alteracdo no desenvolvimento
embrionario nem larval. A variagdo de condicOes de exposicdo, uso de

outras espécies, variacdo do estdgio de vida, além da ineficiéncia da toxina
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penetrar em determinadas células, podem justificar esta discrepancia de
resultados.

Partindo do principio que as proteinas fosfatases tém um
importante papel na regulacdo dos canais de calcio, resolveu-se avaliar o
efeito da microcistina-LR nas células p pancreéticas isoladas, que possuem
varios canais, principalmente os de calcio e potassio.

A secrecdo de insulina é um processo rigidamente controlado,
destinado a proporcionar concentracfes estaveis de glicose. A secrecdo de
insulina depende da concentracdo intracelular de célcio (HELLMAN e
cols., 1986), que atua como o secretagogo deste hormdnio. O metabolismo
da glicose resulta da inibicdo de um canal de potassio sensivel ao ATP e
despolarizacdo da célula induzindo o aumento do fluxo de célcio externo.
Este céation ativa fosfolipase A2 e fosfolipase C, que provocam a formagéo
de acido araquidonico, inusitol polifosiatos (IP3) e diacilglicerol (DAG). O
1P3 eleva ainda mais a concentracao citosélica de calcio, mobilizando-o a
partir do reticulo endoplasmatico.

Microcistina-LR tem sido caracterizada como um efetivo
inibidor de fosfatase serina/treonina tipo 1 e 2A, proteina importante para a
manutencdo do nivel adequado de fosforilacdo protéica em combinacéo
com a proteina quinase (HONKANEN e cols., 1990, CARTUS e cols.,

1998). Além disso, a abertura e funcionalidade de canais de célcio
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voltagem-dependente também depende da desfosforilagdo como mostrado
por France e Hartzell (1993) e Bouron e cols. (1995).

Nossos experimentos com células P-pancreaticas mostraram
que a microcistina-LR é capaz de potencializar a secre¢do de insulina
induzida por glicose, provavelmente pela acdo na proteina fosfatase,
provocando uma hiperfosforilagcdo, e conseqiiente aumento do influxo de
célcio.

As células-p tratadas com microcistina-LR foram destruidas,
j& que sua atividade, isto €, a capacidade de secretar insulina, apds a
lavagem e posterior incubagdo na presenca de glicose, ndo foi restaurada. A
provavel apoptose apds o tratamento com microcistina-LR, parece estar
relacionada com o aumento do conteudo de calcio intracelular. Além disso,
pode ter havido geracdo de reativos de oxigénio na mitocondria (DING e
cols., 2000; 2002). Dessa forma, a apoptose observada nas células P
tratadas com microcistina-LR pode ser conseqiiéncia da ativacdo de
calpaina e radicais de oxigénio, produzidos indiretamente pelo aumento do

calcio intracelular.

Nossos dados mostram ainda, que em baixas doses de glicose
este efeito ndo foi observado, porque a glicose apresentava niveis basais
Incapazes de estimular a secre¢éo de insulina.

As calpainas sdo proteases que regulam uma variedade de

funcdes celulares, entre elas, a secrecdo de insulina. Foi observado que
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inibidores de calpaina aumentam a secre¢do de insulina em ilhotas
pancreaticas de camundongo (SREENAN e cols., 2001).

A microcistina-LR induz apoptose em cultura de hepatocitos
de rato atraves da ativacdo de calpaina, provavelmente pelo aumento da
liberacdo de célcio intracelular das mitocondrias (DING e cols., 2002).
Nakata e cols. (1999) demonstraram o papel de éxido nitrico, calcio e
ativacdo da protease calpaina na apoptose de células 0 pancreaticas.

Relatos prévios mostram que inibidores de proteina fosfatase,
entre eles a microcistina, podem induzir apoptose através da expressdo da
forma ativa de CaMKII (proteina quinase dependente de calmodulina sub-
tipo JJ) (FLADMARK e cols., 2002), alem de afetar os canais de célcio e a
liberacdo de insulina devido a inibicdo da atividade de uma proteina

fosfatase extracelular (LEIERS e cols., 2000).

A microcistina-LR ndo é capaz de entrar com facilidade nas
celulas intactas, entretanto, a toxina pode atuar na proteina fosfatase
extracelular, promovendo um aumento do calcio intracelular (WOLLEIEIN
e cols., 1996) e dessa forma, induzindo a secregé@o de insulina em células de
insuloma de ratos (RINmM5F) (LEIERS e cols., 2000). A existéncia de um
sitio de acdo extracelular para inibidores de fosfatases tipo | e 2A pode
explicar o efeito da microcistina-LR em células (3-pancreaticas.

A figura 47 mostra 0 provavel mecanismo de acdo da

microcistina-LR em células p pancredticas. A toxina inibe a proteina
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fosfatase extracelular e dessa forma, desencadeia um aumento no influxo
de célcio pelos canais voltagem-dependentes, desencadeando uma
potencializacdo da secre¢do de insulina promovida pela administracdo de
glicose. A elevada concentracdo de calcio é ainda responsavel pela ativacao
de calpaina, uma protease envolvida na apoptose observada.

Os dados deste trabalho sugerem que macrofagos estimulados
com microcistina-LR sdo capazes de provocar efeitos renais e que
fosfolipase A2, além de outros mediadores protéicos, estdo envolvidos nesta
nefrotoxicidade. Demonstram ainda que, TNF-a ndo é 0 principal
responsavel por estes efeitos, apesar da sua importdncia em outras
atividades bioldgicas da microcistina-LR. Em adigéo, a microcistina-LR e 0
sobrenadante de macrdfagos estimulados sdo capazes de provocar secrecao
no modelo de alca isolado e perfusdo intestinal. Por outro lado, a
microcistina-LR mostrou-se incapaz de promover atividade antimitotica e
teratogénica era ourico do mar, enquanto potencializou a secrecdo de
insulina induzida por glicose. Por fim, foi demonstrado que, tanto os efeitos
renais quanto a secrecdo intestinal ocorrem de maneira indireta, via sintese

de mediadores e que a microcistina afeta a secre¢do de insulina.
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Figura 50- Esquema do mecanismo de agdo da microcistina-LR

(MCLR) em células P pancreéticas.
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. CONCLUSOES

A. microcistina-LR nas doses utilizadas ndo é capaz de promover efeito

vasoconstritor em anel de aorta isolado de rato.

O sobrenadante de macrofagos estimulados com microcistina-LR causa

nefrotoxicidade.

Fosfolipase A2, além de outros mediadores protéicos, parecem estar
envolvidos nos efeitos renais induzidos pelo sobrenadante de

macrofagos estimulados com microcistina-LR.

TNF-oc participa, de maneira autocrina, na nefrotoxicidade.

A microcistina-LR e o sobrenadante de macrofagos estimulados com

esta toxina, produzem secrecdo em”alca isolada e perfusao intestinal.

A microcistina-LR, rias doses utilizadas, ndo altera o desenvolvimento

embrionario nem larval do ourigo do mar Lytechinus variegatus.

A microcistina-LR € capaz de potencializar a secrecdo de insulina

induzida por glicose, alem de provavelmente induzir apoptose nas

celulas p das ilhotas de Langerhans.
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ANEXOS



Tabefe 2- Pressdo de perfusdo (mmHg) dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos (SOBMOS)

estimulados com microcistina-LR (MCLR - 1 ug/mL) na presenca de ciclohexamida (CICLO).

Tempo (min) SOBMOS+RPMI (Controle) SOBMOS+MCLR SOBMOS+CICLO+MCLR
30 112.10+3.60 109.60+3.70 112.40+1.70
60 113.20+1.10 116.40+0.80 a 117.60+2.70 a
90 114.30+470 112.70+3.40 122.40+4.10 ab
120 109.50+5.60 111.4+4.90 125.60+2.40 ab

Os dados representam a média £ E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significadncia em relacdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).



Tabela 3- Resisténcia vascular renal (mmHg/mL.g".mm’) dos rins perfundidos com sobrenadante de macréfagos

(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR - | pg/mL) na presenca de ciclohexamida (CICLO).

Tempo (min) SOBMOS+RPMI SOBMOS+MCLR SOBMOS+CICLO+MCLR
(Controle)
30 4.9310.37 4.8710.21 4.6010.18
60 4.9310.33 5.1510.21 a 4.7610.24 b
90 4.9810.35 4.9910.17 4.9510.27
120 4.6610.24 5.0310.27 5.040+0.16

Os dados representam a média = E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macréfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relacdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMO0S+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).



Tabela 4- Fluxo urinario (mL.g”~.minl) dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos (SOBMOS)

estimulados com microcistina-LR (MCLR - 1 pg/mL) na presenga de ciclohexamida (CICLO).

Tempo (min) SOBMO0S+RPMI (Controle) SOBMO0OS+MCLR SOBMO0S+CICLO+MCLR
30 0.12+0.02 0.13+0.01 0.13+0.004
60 0.mo.oi 0.20+0.027 a 0.14+0.01 b
90 0.14L0.01 0.22+0.03 & 0.14+0.006h
120 0.16+0.01 0.23+0.03 a 0.15+0.008 b

Os dados representam a média + E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significAncia em relagdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).
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Tabela 5- Ritmo de filtracdo glomerular fmL.g' .min ) dos rins perfundidos com sobrenadante de macréfagos

(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR - | pg mL) na presenca de ciclohexamida (CICLO).

Tempo (min) SOBMOS+RPMI (Controle) SOBMOS+MCLR  SOBMO0S+CICLO+MCLR
30 0.56+0.07 0.66+0.06 0.66+0.06
60 0.56+0.08 0.98+0.15 a 0.61+0.04 b
90 0.57+0.08 0.82+0.09 a 0.62+0.04 b
120 0.73+0.09 0.88+0.08 & 0.68+0.05 b

Os dados representam a media + E.P.M. SOBMO0S+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relagcdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).
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Tabela 6- Percentual de transporte de sédio dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos (SOBMOS)

estimulados com microcistina-LR (MCLR - | pg/mL) na presenga de ciclohexamida (CICLO).

Tempo (min) SOBMOS+RPMI (Controle) SOBMOS+MCLR SOBMO0S+CICLO+MCLR
30 81.9411.28 80.6410.79 82.4711.05
60 80.1110.92 81.1811.35 80.8511.50
90 75.8811.40 75.8112.24 81.5710.76 ab
120 79.16+0.80 75.4611.93 a 80.9111.05 b

Os dados representam a média 1 E.P.M. SOBMO0S+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrdfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relacdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMO0S+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).
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Tabela 7- Percentual de transporte proximal de sddio dos rins perfundidos com sobrenadante de macréfagos

(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR - | pg/mL) na presenca de ciclohexamida (CICLO).

Tempo (min) SOBMO0S+RPMI (Controle) SOBMOS+MCLR SOBMOS+CICLO+MCLR

30 80.5011.21 79.1110.69 79.7711.58
60 78.2310.97 79.3711.35 76.3311.48
90 74.75+1.26 73.7612.13 77.0410.85 b
120 77.6811.10 74.1611.59 3 76.8511.11

Os dados representam a média 1 E.P.M. SOBMO0OS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relagcdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMO0S+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).
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Tabela 8- Percentual de transporte de potassio dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos (SOBMOS)

estimulados com microcistina-LR (MCLR - | pg/mL) na presenca de ciciohexamida (CICLO).

Tempo (min) SOBMOS+RPMI (Controle) SOBMO0OS+MCLR SOBMOS+CICLO+MCLR

30 72.27+1.12 74.84+1.24 73.57+2.81
60 72.65+1.67 76.49+2.70 69.13+1.50
90 72.52+1.72 71.03+2.54 67.65+1.61 a
120 73.56+1.26 71.42+2.14 68.89+1.96

Os dados representam a média = E.P.M. SOBMO0S+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrdéfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significAncia em relacdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).
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fabela 9- Percentual de transporte proximal de potéassio dos rins perfundidos com sobrenadanté de macrofagos

(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR - | pg/mL) na presenca de ciclohexamida (CICLO).

Tempo (min) SOBMOS+RPMI (Controle) SOBMO0S+MCLR SOBMOS+CICLO+MCLR

30 70.82+1.11 73.31+1.11 69.54+3.32

60 70.78+2.07 74.67+1.68 64.62+1.66 b
90 - 71.39+1.73 68.98+2.47 63.12+2.04 ab
120 72.08+1.43 70.12+2.10 a 64.83+2.43 3

Os dados representam a média = E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relacdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).
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Tabela 10- Pressdo de perfusdo (mmHg) dos rins perfundidos com sobrenadante de macréfagos (SOBMOS)

estimulados com microcistina-LR (MCLR-1 pg/mL) na presenca de dexametasona (DEXA) e quinacrina (QUINA).

Tempo SOBMOS+RPMI SOBMOS+MCLR SOBMOS+DEXA+MCLR SOBMOS+QUINA+MCLR
(min) (Controle)

30 112.10+3.60 109.60+3.70 115.50+2.10 116.50+2.20
60 113.20+1.40 116.40+0.80 a 116.00+3.30 2 114.50+2.40
90 114.30+470 112.70+3.40 114.40+3.50 108.70+5.10 ab
120 109.50+5.60 111.4+4.90 118.00+4.30 116.10+6.20

Os dados representam a média £ E.P.M. SOBMO0S+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrdéfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relacdo ao grupo
controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).



Tabela 11- Resisténcia vascular renal (mmHg/mL.g”~.minl) dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos
(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR-1 pg/mL) na presenca de dexametasona (DEXA) e

quinacrina (QUINA).

Tempo SOBMOS+RPMI SOBMOS+MCLR SOBMOS+DEXA+MCLR SOBMOS+QUINA+MCLR

(min) (Controle)
30 4.93+0.37 4.87+0.21 4.88+0.12 4.88+0.10
60 4.93+0.33 *5.15+0.21 a 4.81+0.13 ab 4.80+0.13 b
90 4.98+0.35 4.99+0.17 4.77+0.21 ab 4.57+0.24 ab
120 4.66+0.24 5.03+0.27 4.94+0.25 4.88+0.28

Os dados representam a média £ E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macréfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relacdo ao grupo
controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).



Tabela 12- Fiuxo urinario (mL.gXmin") dos rins perfundidos com sobrenadante de macréfagos (SOBMOS)

estimulados com microcistina-LR (MCLR-1 pg/mL) na presenca de dexametasona (DEXA) e quinacrina (QUINA).

Tempo SOBMOS+RPMI SOBMOS+MCLR SOBMOS+DEXA+MCLR SOBMO0S+QUINA+MCLR
(min) (Controle)

30 0.12+0.02 0.13+0.01 0.10+0.01 0.15+0.01

60 0.12+0.01 0:20+0.027 a 0.11+0.01 b 0.13+0.005 b
90 0.14+0.01 0.22+0.03 2 0.15+0.02 b 0.11+0.01 ab
120 0.16+0.01 0.23+0.03 a 0.20+0.02 ab 0.13+0.01 ab

Os dados representam a média = E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significAncia em relacdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMO0S+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).



Tabela 13- Ritmo de filtracdo glomerular (mL.g".min"!) dos rins perfundidos com sobrenadante de macréfagos

(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR - | pg/mL) na presenca de dexametasona (DEXA) e

quinacrina (QUINA).

Tempo SOBMOS+RPMI SOBMOS+MCLR SOBMOS+DEXA+MCLR SOBMOS+QUINA+MCLR
(min) (Controle)

30 0.56+0.07 0.66+0.06 0.58+0.04 0.70+0.04

60 0.56+0.08 "0.98+0.15 2 0.52+0.03 b 0.69+0.005 b
90 0.57+0.08 0.82+0.09 a 0.57+0.04 b 0.72+0.11 a
120 0.73+0.09 0.88+0.08 a 0.73+0.09 b 0.55+0.07 ab

Os dados representam a média £ E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrdfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significadncia em relagdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relagdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).



Tabela 14- percentual de transporte de sodio dos rins perfundidos com sobrenadante de macréfagos (SOBMOS)

estimulados com microcistina-LR (MCLR-1 pg/mL) na presenca de dexametasona (DEXA) e quinacrina (QUINA).

Tempo SOBMOS+RPMI SOBMOS+MCLR SOBMOS+DEXA+MCLR SOBMOS+QUINA+MCLR
(min) (Controle)

30 81.94+1.28 80.64+0.79 82.49+0.84 80.26+1.35
60 80.11+0.92 81T8+1.35 79.55+2.12 81.16+1.67
90 75.88+1.40 75.81+2.24 76.61+1.88 82.62+2.48 ab
120 79.16+0.80 75.46+1.93 a 72.14+2.69 a 77.36+1.62

Os dados representam a media + E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o0 sobrenadante procedente
de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relagdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMO0S+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).



Tabela 15- percentual de transporte proximal de sodio dos rins perfundidos com sobrenadante de macréfagos
(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR - | pg/mL) na presenca de dexametasona (DEXA) e

quinacrina (QUINA).

Tempo SOBMO0S+RPMI SOBMO0OS+MCLR SOBMOS+DEXA+MCLR SOBMOS+QUINA+MCLR

(min) (Controle)
30 80.50+1.21 79.11+0.69 83.60+0.94 78.61+1.46
60 78.23+0.97 79.37+1.35 78.50+2.27 79.64+1.87
90 74.75+L.26 73.76+2.13 74.76+2.07 80.77+2.71 ab
120 77.68+1.10 74.16+1.59 a 70.48+2.91 a 75.37+1.70

Os dados representam a média = E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relacdo ao grupo
controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMO0S+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).
X
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Tabela 16- percentual de transporte de potassio dos rins perfundidos com sobrenadante de macréfagos
(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR - | pg/mL) na presenca de dexametasona (DEXA) e

quinacrina (QUINA).

Tempo SOBMOS+RPMI SOBMOS+MCLR SOBMOS+DEXA+MCLR SOBMOS+QUINA+MCLR
(min) (Controle)

30 72.27+1.12 74.84+1.24 79.02+1.17 75.33il.65
60 72.65+1.67 76'49+1.70 74.64+2.79 76.98+2.19
90 72.52+1.72 71.03i2.54 70.48+2.18 79.22+2.77 @b
120 73.56+1.26 71.42+2.14 65.38+3.20 74.06+1.46

Os dados representam a média £ E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrdfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significadncia em relacdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMO0S+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).



Tabela 17- percentual de transporte proximal de potassio dos rins perfundidos com sobrenadante de macréfagos

(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR - | pg/mL) na presenca de dexametasona (DEXA) e

quinacrina (QUINA).

Tempo SOBMOS+RPMI SOBMO0S+MCLR SOBMOS+DEXA+MCLR SOBMOS+QUINA+MCLR
(min) (Controle)

30 70.8211.11 73.31+1.11 76.14+1.32 73.67+1.79
60 70.78+2.07 "74.67+1.68 73.58+2.86 75.46+2.38
90 71.39+1.73 68.98+2.47 68.63+2.27 77.38+3.01 ab
120 72.08+0.43 70.12+1.10 a 63.71+3.42 3 72.08+1.58

Os dados representam a média + E.P.M. SOBMO0S+RPM1 (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relacdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).



Tabeia 18- Pressdo de perfusdo (mmHg) dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos (SOBMOS)

estimulados com microcistina-LR (MCLR - | pg/mL) na presenca de talidomida (TALI).

Tempo (min)  SOBMOS+RPMI (Controle) SOBMO0S+MCLR SOBMOS+TALI+MCLR
30 112.10+3.60 109.60+3.70 113.80+2.80
60 113.20+1.40 116.40+0.80 121.10+6.00 ab
90 114.30+470 112.70+3.40 120.50+6.60
120 109.50+5.60 111.4+4.90 137.80+4.50 ab

Os dados representam a média £ E.P.M. SOBMO0OS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrdfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relagdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significAncia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).
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Tabela 19- Resisténcia vascular renal (mmHg/mL.g".min") dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos

(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR - | pg/mL) na presenca de talidomida (TALI).

Tempo (min) SOBMOS+RPMI (Controle) SOBMO0S+MCLR SOBMOS+TALI+MCLR
30 4.9310.37 4.8710.21 4.7010.07
60 4.9310.33 5.1510.21 a 4.9910.19 b
90 4.9810.35 4.9910.17 4.9410.16
120 4.6610.24 5.0310.27 5.7210.27 ab

Os dados representam a média 1 E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relacdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).



Tabela 20- Fluxo urinario (mL.g'l.min") dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos (SOBMOS)

estimulados com microcistina-LR (MCLR - 1 pg/mL) na presenca de talidomida (TALI).

Tempo (min) SOBMOS+RPMI (Controle) SOBMOS+MCLR  SOBMOS+TALI+MCLR
30 0.12+0.02 0.13+0.01 0.12+0.01
60 0.12+0.01 0.20+0.03 2 0.17+0.01
90 0.14+0.01 0.22+0.03 2 0.19+0.03 a
120 0.16+0.01 0.23+0.03 2 0.34+0.08 &

Os dados representam a média £ E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrdéfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relagdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).
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Tabeia 21- Ritmo de filtracdo glomerular (mL.g”.min'l) dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos

(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR - | pg/mL) na presenca de talidomida (TALI).

Tempo (min) SOBMOS+RPMI (Controle) SOBMOS+MCLR SOBMOS+TALI+MCLR

30 0.56+0.07 0.66+0.06 0.63+0.09
60 0.56+0.08 0.98+0.15 a 0.65+0.11
90 0.57+0.08 0.82+0.09 a 0.76+0.18 a
120 0.73+0.09 0.88+0.08 a 1.02+0.32 a

Os dados representam a média £ E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relagdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).



Tabela 22- Percentual de transporte de sodio dos rins perfundidos com sobrenadante de macréfagos (SOBMOS)

estimulados com microcistina-LR (MCLR - 1 pg/mL) na presenca de talidomida (TALI).

Tempo (min) SOBMOS+RPMI (Controle) SOBMOS+MCLR SOBMOS+TALI+MCLR
30 81.94+1.28 80.64+0.79 81.09+2.08
60 80.11+0.92 81.18+1.35 72.48+2.50 ab
90 75.88+1.40 75.81+2.24 71.07+3.38
120 79.16+0.80 75.46+1.93 a 60.43+3.91 b

Os dados representam a média + E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significdncia em relagdo ao grupo

controle (p<0,05): b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).



Tabela 23- Percentual de transporte proximal de sédio dos rins perfundidos com sobrenadante de macréfagos

(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR - 1 pg/mL) na presenca de talidomida (TALI).

Tempo (min)  SOBMO0S+RPM1 (Controle) SOBMOS+MCLR SOBMOS+TALI+MCLR
30 80.50il.21 79.11L0.69 80.11i2.24
60 78.23i0.97 79.37+1.35 69.68i2.52 ab
90 74.75+1.26 73.76i2.13 69.20i3.92a
120 77.68+1.10 74.16il.59: 58.38i4.33 ab

Os dados representam a media 1 E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macrofagos que ndo receberam nenhum tratamento, a= significancia em relacdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).



Tabela 24- Percentual de transporte de potassio dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos (SOBMOS)

estimulados com microcistina-LR (MCLR - | pg/mL) na presenca de talidomida (TALI).

Tempo (min) SOBMOS+RPMI (Controle) SOBMOS+MCLR SOBMOS+TALI+MCLR
30 72.2711.12 74.8411.24 71.7712.92
60 $2.6511. 76.4911.70 61.7313.03 ab
90 72.5211.72 71.0312.54 60.5615.95 ab
120 73.5611.26 71.4212.14 52.8816.78 ab

Os dados representam a média £ E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o0 sobrenadante procedente
de monocamadas de macrdfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relacdo ao grupo

controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).



Tabela 25- Percentual de transporte proximal de potassio dos rins perfundidos com sobrenadante de macrofagos

(SOBMOS) estimulados com microcistina-LR (MCLR - 1 ug/mL) na presenca de talidomida (TALI).

Tempo (min) SOBMO0S+RPMI (Controle) SOBMOSLMCLR SOBMOS+TALI+MCLR
30 70.82LL.il 73.31LLil 70.79L3.il
60 70.78L2.07 74.67L1.68 58.94L.3.26 ab
90 71.39L1.73 68.98L2.47 58.68L6.67 3b
120 72.08L1.43 70.12L.2.103 50.82L.7.28 ab

Os dados representam a média + E.P.M. SOBMOS+RPMI (grupo controle) representa o sobrenadante procedente
de monocamadas de macréfagos que ndo receberam nenhum tratamento. a= significancia em relacdo ao grupo
controle (p<0,05); b= significancia em relacdo ao grupo tratado com SOBMOS+MCLR (p<0,05), comparados por

ANOVA (teste de Bonferroni).



Tabela 27- Efeito no transporte de sddio, potéssio, agua e cloreto da toxina da colera (TC - ljig/mL -
controle positivo), microcistina-LR (MCLR - Ipg/mL) na auséncia e presenca de pré-tratamento com toxina
da colera (TC+MCLR) e sobrenadante de macrdéfagos estimulados como MCLR.

Balanco de sédio  Balanco de potassio Balanco de agua Balanco de cloreto

(PEg.g \min’) (PEq.g”™.min)) (mL.g™.minl) (pEqg.g I.min ")

Ringer (controle) 2.18+0.50 0.32+0.03 0.002+0.002 0.88+1.25
Toxina da Colera (TC ¥],29+0.30 %0.70+0.04 %0.015+0.004 ¥7.13+1.34

- controle positivo)

Microcistina-LR %2.18+0'72 %0.26+0.04 %0.012+0.004 23.29+1.93
(MCLR)

TC+MCLR %0.02+0.70 6.005+0.04 6.005+0.03 #4.49+2.42
Duibecco (controle) 4.20+8.08 0.45+0.26 -0.00078+0.0015 0.57+1.96
SOBMCLR *4.84+2.56 ¥.58+0.07 %).003+0.005 3%5.38+3.44

Os dados representam a média + E.P.M. e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni) com significancia de

p<0,05*. Os valores negativos sdo considerados como balanco secretorio e valores positivos sdo considerados

balanco de absorcao.
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EFEITOS DA MICROCISTINA-LR: TOXICIDADE E ALTERACOES
HISTOPATOLOGICAS

EFFECTS OF MICROYSTIN-LR:
TOXICITY AND HISTOPATHOLOGIC ALTERATIONS

Arlandia Cristina Lima Hobre Gustavo Régo €8élho Milena Camara de
Melo 3d&¥ge , Mércia Maria Moreira da 3¥¥va Maria Cristina Magalhées
gsutinho , Ederson Viana Ang&tim Dalgimar Beserra de Menezes******,
Manasses Claudino Fonteles******* Helena Serra Azul Montelro********

IESUML "
microcisiina i.,R (MCLR.) é um peplideo altamente hepatotoxico, produzido pelacianobactéria (alga azul-

rnlcj Microcystis aeruginosa, que inibe a proteina fosfatase tipo | e2A. Este trabalho teve como objetivo
eterminar a toxicidade aguda cm camundongos ¢ demonstrar as alteracdes histopatologicas promovidas
aresta toxina. Foram utilizados camundongos machos (25-35g) divididos em 7 grupos (n=10), que receberam
ia intraperitoneal as doses de 6, 15, 20, 25, 33, 50 e 67|ig/kg de MCLR. Os 6rgdos usados para analise
istopatoldgica foram figado, rim, coracdo, pulméo, bago e cérebro. Este estudo foi feito por microscopia
ptica ¢ coloracdo de hematoxilina c eosina. O grupo tratado com 6|lg/kg ndo apresentou alteragdes; os
rupos tratados com 15, 20, 25 e 33|lg/kg apresentaram hipocinesia inicial, seguida por hipercinesia com
jeuperacdo de todos os animais no periodo de 24 horas. Os animais tratados com 50 e 67|d.g/kg apresentaram
.axia, convulsdo e morte (100%), nas duas horas iniciais. A analise histopatoldgica dos grupos tratados com
. 15. 20. 25 ¢ 33pg/kg ndo mostrou nenhuma alteragdo nos 6rgdos estudados. Os grupos tratados com 50
67|Jg/kg apresentaram alteragdes hepaticas macro e microvesicular citoplasmaética, que sugerem esteatose
is areas ccntrolobular, mcdiozonal e periportal, além de intensa congestdo. Os dados indicam que a
licrocistina ¢ toxica e causa intensa hepatotoxicidade.

Unitermos: Microcistina, Toxicidade, Hepatotoxicidade

pacientes morreram por insuficiéncia hepatica aguda.
O numero de mortes, relatado até o més de novembro

INTRODUCAO

As microcistinas sao produzidas pela+*

anobactérias filamentosas (Anabaena, Oscillatoria,
ostoc e Hapalosiphon) e coloniais (Microcystis) .
ssa toxina é um heptapeptideo monociclico,
iimicamente muito estavel, que representa um risco a
itde publica, visto ser encontrada nas aguas utilizadas
ira consumo animal e humano.

Em Caruaru, uma cidade do Nordeste brasileiro,
stado de Pernambuco, entre os dias 17 e 20 de
vereiro de 1996, dos 130 pacientes de um centro de
unodialise , 116 pacientes (89%) apresentaram
starbios visuais, nduseas e vOmitos associados com
te procedimento. Até o dia 24 de marco, 26 destes
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do mesmo ano, foi de 69 pacientes. Aparentemente
todos os pacientes sofreram uma forma severa de
hepatite toxica.

A microcistina foi considerada responsavel por
esta tragédia, jA que a detectaram na agua do
reservatorio e no centro de didlise, no soro e no tecido
hepatico dos pacientes em questdo. Este episédio foi
a primeira confirmacéo de vitimas humanas devido a
intoxicagao por microcistina .

O levantamento floristico feito entre 1996 e 1997
nas amostras de agua do acude Gavido, reservatorio
que abastece Fortaleza e zona metropolitana,
demonstrou a presenca de inUmeros géneros de
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obactérias, dentre as quais podemos citar
eocystis, Anabaena e Oscillatoria, todas capazes
moduzir a microcistina. Esta analise qualitativa faz
: do monitoramento realizado pela Central de
itecimento de Agua e Esgoto do Ceara - CAGECE
0s ndo publicados). Dado a presenca ubiqua das
obactérias, é de se esperar outras intoxicacdes
itr6ficas no futuro, principalmente em cidades
0 tratamento de agua é ineficaz ou a agua usada
recebe qualquer tratamento. O objetivo deste
avaliar a toxicidade aguda em
alteracbes

alho foi
undongos e determinar as
patolégicas promovidas pela microcistina-LR em
is 6rgaos.

METODOLOGIA

Utilizamos camundongos albinos (Mus
:ulus) variedade Swiss-wcbster, machos, pesando
25 e 35g, provenientes do biotério da unidade de
uisas Clinicas da Universidade Federal do Ceara,
idos em caixa de propileno a 26 + 2°C, em ciclo
i-escuro de 12h e em jejum de 24h antes do
rimento e com agua ad libitum. A toxina utilizada
tossos experimentos foi a microcistina-LR
H74N10012) obtida da Microcystis aeruginosa
na)".

Para avaliar a toxicidade aguda, os
tndongos foram divididos em 7 grupos de 10
ais. Os animais receberam microcistina-LR
LR) via intraperitoneai, nas doses de 6, 15, 20,
3, 50 e 67pg/kg. Para a realizagcdo da analise
aatologica, foram coletados figado, rim, coracgéo,
ao, baco e cérebro, logo apds a morte nos animais
;rupos tratados com 50 e 67pg/kg de MCLR e
demais grupos apds o procedimento de

deslocamento ccrvical. Os 6rgdos foram fixados em
solugdo de formalina tamponada e embebidos cm
parafina. A andlise foi feita por microscopia Optica ¢
coloracdo de hcmatoxina-cosina de Mayci O
experimento teve a duracdo de 24 horas. Durante as
duas horas iniciais, os animais foram observados quanto
ao aparecimento de hipocinesia, hipercinesia. alaxia
motora, convulsdes, taquipnéia, bradipneia ¢ lambem
morte.

RESULTADOS

Durante as primeiras duas horas, o grupo traindo
com 6pg/kg ndo mostrou nenhuma altera¢do; todos os
animais sobreviveram as 24h de experimento. Os
grupos tratados com 15, 20, 25 e 33pg/kg exibiram
uma hipocinesia inicial, seguida de hipercinesia, com
recuperacdo no periodo de 24 horas. Em doses mais
altas, 50 e 67pg/kg, todos os animais apresentaram
ataxia, convulsdes ¢ morte nas duas horas iniciais
(Tabela 1).

A andlise histopatoldgica nos 6rgaos dos grupos
tratados com 6, 15, 20, 25 ¢ 33pg/kg de microcisiinu
LR (MCLR) nao revelou alteragdes. O figado dos
animais tratados com 50 e 67flg/kg de MCLR exibiu
hepatécitos com degencracao hidropico-vacuoiar ¢
vacuolizagdo macro e microgoticular que lembram as
de esteato.se (degencracdo gordurosa), nas regides
centrolobular, mediozonal e periporlal, bem corno
pienose nuclear ocasional. Os sinusdides estavam
consideravelmente dilatados, com marcante acumulo
de sangue (Figura 1). Foi observada intensa congestao
na area centrolobular e evidéncia de hemorragia
(Figura 2). A arquitetura hepatica. trato portal c células
ade Kupffer estavam normais. Cérebro, pulméao, baco,
rim e coracdo ndo apresentaram alteragfes importantes
relacionadas com a exposicdo & MCLR.

ELA 1: TOXICIDADE AGUDA DA MICROCISTINA.

E convulsdo hipocinesia hipercinesia
2

kg + +
kg + +
kg + +
kg + + +
kg + + +

ataxia taquipnéia morte
0%
0%
" 0%
0%
100%

100%

para cada dose, microcistina-LR foi administrada i.p.
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URA |: AREA CENTROLOBULAR COM ACUMULO
: ANGUE E DILATACAO DOS SINUSOIDES, NOTA-
J..GUNS HEPATOCITOS COM VACUOLOS.

K)X 10

DISCUSSAO

Na avaliacdo da toxicidade aguda da
rocislina-LR (MCLR), o figado foi o 6rgao mais
cramcntc afetado nas doses dc 50 e 67pg/kg,
forme nossos achados histopatolégicos. Os outros
aos analisados (cérebro, pulmé&o, bago, rim e
acdo) ndo apresentaram alteragbes importantes
cionadas com a exposi¢gao a toxina. Runnegar &
'oner (1986) demonstraram que hepatdcitos isolados
atos incubados com hepalotoxina da cianobactéria
eroeystis aeruginosa sao rapidamente deformados
morre um rearranjo das organelas celulares. Falconer
il. (1981) e Lambert et al. (1994) demonstraram
. 0s ratos expostos a MCLR morreram em
iscquéncia dc hemorragia hcpatica, devido a
truicdo das células do parénquima e sinusoéides,
por fim, desencadearam um choque circulatério,
o0 observamos importante hemorragia intra-
latica, entretanto, havia acumulo de sangue nos
usoides e na regiao centrolobular dos
uindongos. Sugerimos, portanto, que a morte dos
mais ocorreu devido a um choque circulatério, que
loria guardar relagcdo com a intensa congestao dos
.iséidcs hepaticos.
A dose dc 50pg/kg de MCLR matou todos os
mais no periodo de tempo dc duas horas. J3m uma
e maior (67pg/kg), também observamos a morte

todos os animais, de modo semelhante ao grupo

FIGURA 02: CONGESTAO E ACUMULO DESANGUENAS
AREAS CENTROLOBULAR EMEDIOZONAL.

HE4X 10

acima citado. Nessas doses, 0s animais apresentaram
ataxia e convulsdes. O grupo tratado com 6pg/kg néo
mostrou nenhuma alteragdo; enquanto os grupos
tratados com 15, 20, 25 e 33pg/kg exibiram uma
hipocinesia inicial seguida de hipercinesia, com
recuperacao nas 24 horas. Hermansky et al. (1991)
MCLR,

intraperitonealmente em camundongos, tem uma DL50

demonstraram que a administrada
que varia de 32,5 a 1 OOpg/kg. Nossos resultados estéo
dentro da faixa de variagdo descrita na literatura. Esta
variagao pode ser devido a diferencas de idade,
variedade, sexo e condi¢des fisioldégicas dos animais.
Miura et al. (1991) mostraram que a DL50 i.p. da
MCLR em ratos alimentados (122pg/kg) foi
significativamente maior que nos ratos emjejum (72pg/
kg), ressaltando que a alimentacéo é também um fator
determinante dessa variagdo. Os camundongos
morreram entre 1-2 horas apds a administracéo i.p.
de microcistina. Nestas circunstancias, a toxina tem
um grande impacto no figado, permanecendo pouco
tempo na circulacédo; dessa forma, a toxina néo atinge

concentracdes suficientes para afetar outros 6rgédos.

. 7/
CONCLUSAO

O figado foi o principal orgao afetado no estudo
da toxicidade aguda da microcistina-LR, apresentando
intensa congestdo. A dose de 50ug/kg foi capaz de

provocar morte em todos os animais.
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M icr<xtystin is a highly hepatotoxic peptide, which is produced by the blue-green algae, Microcystis
aci uginosa. It inhibits protein phosphatase type ! and 2A. This work has the objective of determining the
acutc toxicity in mice and to dcmonstrate the histopathologic alterations promotedby this toxin. We used male
mice (25-35g) to determine the acute toxicity. They were divided into 7 groups (n=10), which received i.p.
doses: 6, 15, 20,25,33, 50 and 67mg/kg. Theorgans used for histopathologic analysis were liver, kidney,
heart, lung, spleen and brain. This study was madeby optic mieroscopy of slides stained with HE. The group
treated with 6mg/kg exhibited no alterations; the 15,20,25 and 33mg/kg groups presented initial hypokinesia,
foi lowed by hyperkinesia with recovery ofall animais in 24h period. The animais treated with 50 and 67mg/
kg showed ataxia, convulsion and death (100%, 2h). The histologic analysis of the groups treated with 6,15,
20.25 and 33mg/kg did not show any alterations in the organs studied; the groups treated with 50 and 67mg/
kg showed liver alterations: consistingofcytoplasmic macro and microvesicularorvacuolarsuggesting steatosis
in lhe centrilobular, midzonal and periportal areas and intensive congestion. The data indicate that microcystin
is toxic and causes intense hepatotoxicity.

Keywords: Microcystin, Toxicity, Hepatotoxicity
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Short Communicalion

Effects of microcystin-LR in isolated

perfused rat kidney

'Departamento de Fisiologia e Farmacologia and
-Patologia e Medicina Legal, Faculdade de Medicina.
Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, CE, Bmsil

Abstract

Microcystin is a hepatotoxic peptide which inhibits protein phos-
phatase types | and 2A. The objective of the present study was to
evaluate the physiopathologic effects of microcystin-LR in isolated
perfused rat kidney. Adult Wistar rats (N = 5) ofboth sexes (240-280
g) were utilized. Microcystin-LR (I pg/ml) was perfused over a period
of 120 min, during which samples of urine and perfusate were
collected al 10-min intervals to determine the leveis of inulin, sodium,
potassium and osmolality. Wc ohscrved a sigllilicanl increase in
urinaryllow with a peak cllcct al 90 min (control (C) 0.20 | 0.01 and
treated (T) = 0.32 = 0.01 ml g min-1. P<0.05). At 90 min lliere was a
significant increase in perfusate pressure (C = 129.7 * -|.R| and T =
175.0 1.15 mmllg) and glomerular filtration rale (C + 0.66 1 0.07
and T 1,10 | 0,04 ml g | min 1) and lliere was a sumilicaiif redrichoii
in fractional sodium tubular transport at 120 min ((  7'm> (1.9X and
T = 73.9 * 0.95%). Histopathologic analysis ol the peiTuscd kidneys
showed protein material in the urinary space, suggeslive of tenal
toxicity. These data demonslrate renal vascular, glomerular and uri-
nary effects of microcystin-LR, indicaling that microcystin acts di-
rectly on the kidney by probablc inhibition of protein pbosphaUises.

Key words

* Microcvs.tin-1.R
+ Kidney

+ Perfused kidney

Members of the cyanobacterial genera
Microcystis, Oscillatoria and Anabaena pro-
dttee cyclic peptides, denoted microcystins,
which are potent hepatotoxins. These sub-
stances are responsible for the death of fish,
birds, wild animais and agricultural live-
stock in many cduntries where frcshwatcrs
contain toxic cyanobacterial blooms. and the
adverse effects of these toxins on human
health have been recognized (1.2).

Microcystin-LR (MCLR) is a highly hepa-
totoxic heptapeptide in mice and rats. which
consists of two variable L-amino acids, i.e.,

leueine and arginine, three D-amino acids
and the two tiniisual amino acids. N-methvl-
dehydroalanine and 3-amino-9-methoxy-1()-
phenyl-2.6.8-trimethyl-deca-4( L ).6(E )-
dienoic acid (Adda) (.3,4). MCLR has been
shown to inhibit significantly the catalytic
siibunits ofonly two specific types of protein
phosphatases. protein phosphalase | (pp-Ici
and protein phosphatase 2A (pp~2Ac) (5-8).
The purpose of the present study was to
evaluate and compare lhe physiopalhologu
effects of microcystin-LR (Sigma (Tiemictil
Co.. Saint Lottis, MO. USA; molécula/mass
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995.2) from Microcystis aeruginosa on the
isolated perfused kidney without blood cells.

Adult Wistar rats of both sexes weighing
240-280 g were anesthctized with sodium
pentobarbital (50 mg/kg body weight ip).
Twenty pcrcent maiinitol was administered
intravenousl) just before the right ureter was
canntilaled with polyethyleric (PE50) tub-
ing. The right renal arlery was cannulated
with a 19-gange blunt disposable needle
passed through the superior mesenteric ar-
lery as described by Bahlmann et al. (9),
Nishiilsutji-Uwo et al. (10) and Ross (II).
The e.xcised right kidney was perfused with-
out interruption of kidney flow at 37°C with
Krebs-1 lenseleit buffer conlaining 6 g/l bo-
vine serum albumin (BSA iraction V, Sigma).
The perfusion solution was dialyzed for 48 h
at 4"C in 1.5 | of Krebs to reduce its contami-
nation, and its pH was adjusted to 7.4. The
total perfusate used per experiment was 100
ml and containcd: 147 mmol/l Na', 5 mmol/l
K, 25 mmol/l Ca2', 2 mmol/l Mg21, 110
mmol. | CI”. 25 mmol/l HCOr, | mmol/l
S042~. | mmol/l POj’-. 0.075 g urea, 0.075 g
inulin and 0.15 g glucose. The perfusion
system was b.ased on Bowman’s tcchnique
(12) as modified in our laboratory by the
addition ofan artificial lung to improve oxy-
genation and of a 1.2-pm millipore filter
(13). The flow rate of perfusion was main-
tained at 25-35 ml/min per kidney. Theprepa-
ration was allowed to cqnilibryte for 15-20
min before the study period, which lasted
120 min. Perfusion pressure and resistance
w ere measured at 5-min intervals. Samples
of the perfusate and urine were collected
every 10 min for the determination of so-
dium. potassium, inulin and osmolality and
the results were averaged every 30 min. So-
dium and potassium concentrations were
determined by flame photomclry (Flame Pho-
lomctcr Modcl 445) and inulin was deter-
mined according to Walson et al. (14). Frac-
tional sodium tubular transport (% TNa ) was
calculaled by the melhod of Pitts (15). The
osmolality oflhe samples was measured with

an Advanced Instrument osmometer
(Needham Heights, MA, USA). After renal
perfusion, the kidneys were evaluated histo-
logically by light microscopy. The data are
reported as mean + SEM for three periods of
10 min each at 30, 60. 90 and 120 min. In
each group, the first 30 min of perfusion
were considered to be an internai control.
The perfusion pressure (PP), urinary flow
(UF). glomerular filtration rate (GFR) and
%TNa remained stable in the control prepa-
ralions throughout the 120-min perfusion.
The data were analyzed by the Student r-test,
with the levei of significance set at P<0.05.
Microcystins induce severe hepatic hem-
orrhage leading to shock (16). Gross macro-
scopic examination suggests that all the vis-
ceral organs are affected and the animal
perhaps succumbs to multiple organ failure.
However, except for the liver, gross histo-
logical examination of other visceral organs
does not show any consistent abnormalities
(17). Some conspicuous effects ofmicrocys-
tin-LR on carp kidney have been reported by
Raberg et al. (18). These changes were ap-
parently more severe than the relatively mild
cflects on kidney observed in mice (19-21).
In addition, Kotak et al. (22) demonstrated
kidney lesions in the fish (Oncorhynchus
mykiss), consisting of coagulative tubular
necrosis with dilation of BowmaiTs space.
Bhattacharya et al. (23) showed a dose- and
time-dependent elevation in plasma urea and
creatinine leveis with a concomitant decrease
in total protein and albumin leveis in rats. In
view of these diverse observations, we have
examined the potential nephrotoxicity of
microcystin-LR in isolated perfused rat kid-
ney, which permits the study ofdirect effects
of toxin in the absence of systemic effects.
The infusion of | pg/ml microcystin-LR,
which corresponds to | pM, after 30 min of
an internai control caused a significant in-
crease in perfusion pressure at 90 min (con-
trol (C) = 129.7 = 4.81 and. treated (T) =
175.0 + 1.15 mml Ig, P<0.05). Urinary flow
was also significantly increased with a maxi-
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effect at 90 min (C =0.20+ 0.01 and T
12+ 0.01 ml g1 min-1, P<0.05). GFR also
:ased at 90 min (C=0.66+0.07and T -
+ 0.04 ml gl min-1, P<0.05). %TNat
78.6 + 0.98 during the first 30 min ofthe
nal control period and decrcascd signif-
ly to 73.9 = 0.95 (P<0.05) at 120 min of
ision after administration of the toxin
le 1).
listological evaluation ofkidneys treated
microcystin-LR showed an intenso
rnt of protein in the urinary spaces. The
ase in perfusion pressure was followed
significant increase in glomerular filtra-
rate. The time course of the effect of
ocystin-LR on perfusion pressure coin-
1 with that for glomerular filtration rate,
esting that the latter effect is followed
n increase in perfusion pressure. This
ase in perfusion pressure was probably
rnsible for the increase in glomerular
:ure and, consequently, the increase in
ry flow. If microcystin-LR had a direct
t on the glomeruli we would expect a
n resulting in an increase of glomerular
tion rate with a further increase in uri-
flow rate. Sodium excretion depends on
elationship between glomerular filtra-
nte and sodium reabsorption rate. In the
mt experiments, the fractional sodium
ar transport was reduced in the micro-
n-LR-treated group, this effect prob-
occurring in the proximal renal tubules.
nportant component ofthe glomerulus
5 mesangium. Mesangial cells exhibit
ocytic activity and secrete prostaglan-
and most ofthem also contain myofila-
s and can contract in response to a

rences
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al microcystin-LR is a potent and specif-
inhibitor of protein phosphatases 1 and
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Table 1 - Effects of microcystin-LR on perfused rat kidney

The kidneys were perfused with 1 pM microcystin-LH (Mcyst) m modifted Krelr.
Henseleit solution and control conditions. Data are repérted as rnean - SEM for 5 rats
*P<0.05 compared to control (Student t-test). PP. Perfusate pressure: GFR. jlomerti
lar filtration rate: UF, urinary flow; %TNa fractional sodium tubular transpr i

Time PP GFR UF %wllla’
(mmHg) (ml g'l mim’) (ml g- minl)

30 min

Control 118.3 + 0.01 0.73 + 0.06 0.15 + 0.01 813 * 0.16
Basal Mcyst 129.7 + 481 0.66 = 0.07 0.20 + 0.01 78,6 + 098
60 min

Control 119.0 + 0.58 0.72 + 0.03 0.16 * 0.01 82.0 + 0.46
Mcyst 160.7 + 8.69 1.03 + 0.05 0.28 = 6.02 788 + 114
90 min

Control 1169 *= 0.10 0.74 + 0.05 0.16 + 0.01 81.0 + 044
Mcyst 175.0 1.15' 110 + 06.04 032 o.0i*+ 759 % 0678
120 min

Control 1156 = 1.69 0.74 + 0.05 0.16 = 0.01 80.6 + 0.32
Mcyst 1753 = 1.45" 1.03 + 6.03 031 = 6.02 739 = 0.95

variety of stimuli. Since mesangial cells are
located in closccontact with glomerular cap-
illaries, they may influence the glomerular
filtration rate by regulating blood flow
through the capillarics (24). The intenso
amounl of protein material was obscrvcd in
the glomeruli ofthe toxin-treated group, prob-
ably because oftpxic effects ofthe micro-
cystin-LR on the glomeruli and tubules or
due to an increase in vascular permeability
due to endothelial injury. The present obser-
vations are the first demonstration ofa direct
specific effect of microcystin-LR. with alter-
ations of renal functional parameters in the
isolated perfused rat kidney in the absence of
systemic effects. These renal effects are prob-
ably caused by inhibition of protein phos-
phatases.
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Abstract

We have shown previously that exposure to microcystin-LR (MCLR) canses renal loxic effects in isolated perfused rui
kidney. That study was cxlended ftirthei" to approach the perspective uf pharmacolugicaj blocléide of renal loxic eficcts by
MCLR through lhe use of experimental lherapeutic agenls. An isolated kidney perfusion system was utili/.ed and sampl ¢
urine and perfusate were collected at 10 min intervals to determine lhe leveis ef imilin, sodium. potassium and osinolatit'.
Dexamclhasnne (20 |ig ml ) and indomclhacin (10 pg ml ) were admmisleivd in ihv beyinnmy of lhe pcrlir-ion and \1( ! R
was employcd in a dose of | pg ml  alteran internai control of 3(1 min to evaluate Ihe perfusion i {PPc u-nal \,raulu
resistance (RVR). glomerular filtration rate (GFR) and urinary llow (l11©. Dexaniethasone and indomethacin untagonized the
toxic effects of MCLR on PP. RVR, GFR and UF. Histologic analysis of dexttnieihason¢ and indoni. tliacin treutej gtoiip- lie
not show any vascular or interstitial alterations. MCLR potentially impairs the renal function. probably causing vum iilar and
glomerular lesions and. promoting renal alterations through direct or indirc.cl aclions. These data secm lo indicalc that lhe n cal

alterations promoted by MCLR involves also phospholipase A, and arachidonic acid-derived mcdiators.

Science Ltd. All rights reserved.
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There are few papers in the literatura that show the clfect
of microcystin-LR (MCLR) in the renal system. Radbergh et
al. (1991) have shown degenerative c.hanges in the tubular
epithelial cells. glomeruli and interstitial tissue in kidneys of
carps exposed to MCLR, via intraperitoncal. In contrast lo
what occurs in fish, which prescnts more severa changes.
renal damages are seldom observed in mice and this can be
explained by the survival time to lethal dose. Kotak et al.
(1996) showed renal lesions in fishes (Oneorliyncliiis
mykiss) that consisted of coagulativc tubular necrosis and
dilatation of Bowman'’s spacc. Glomerular capillaries were
filled with eosinophilic fibrillary material after nine hours of
exposure to MCLR. There has been a mild vacuolization of

* Corresponding author. Fax: +55-85-2815212.
E-mail address: serrazul@truenet-ce.com.br (H.S.A. Monteiro).

the proximal tubular cpilhelium with slight tubular dilata-
tion (Hooser et al.. 1989) and cellular damage were also
found in glomeruli and tubules (Radbergh et ai. 1991l
The utilization of the perfusion system of isolated kidney
permils the study of lhe direct eliecl ol toxin wilhout
systemic intcrfercncc. Our laboralory showed llial MCI R
is capable of changing lhe kidney fiinctional parameii-is
(perfusion pressure (PP). renal vascular resislauce (RVR).
glomerular filtration rale (GFR) and urinary llow .(I'FO m
isolated perfused rat kidney' (Nobre et al.. 1999). ! lic scope
of this work was lo approach Ihe perspective ol phaimaeo
légica! blocka.de through lhe use of experimental therapcuiic
agents.

MCLR (Sigma Chemical Co.. Saint Louis. MO. | SA:
Molecular mass 995.2) was used in the current experimenis
obtained from Microcystis aertigiiiosa. Adult Wistar rats of

0041-0101/00/$ - see front matter © 2000 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
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‘able |
«ffects of dexamethasone and indomethacin in the renal loxicity caused by MCLR in perfused rat kidney (Resalts.are expressed as tneaiis !

EM of Control kidneys (n = 7) versus MCLR trealed kidneys (n ~ 7) and trealed as: MCIR - iiiicrocyslin-I,R <l pg ml "i: |
examethasona (20 pg ml '); Indo — indomethacin (IOpginl ). PI’ — perfusion pressure; RVR renal vascular resim.lance: 11
ow; GFR = glomerular filtration rate. The first 30 min represem the internai control lor each group)

urinais-

ime(min)/Group PP (minHg) RVR (mmflg ml 'g 'min I T'(ml i min GI-R (m! " miii
3 min

ontrol I11.Srt 158 4.80 +0.17 0.15 r 0.01 0.8 ~ 6.01
asai MCLR 1138 + 158 5.13 + 0.06 0.19 + 0.01 107 * 0.16
exa(20 pg ml ') + MCLR 1171 + 1.04 459 + 0.20 0.16 0.01 0.65 * 0.03
ido(10pgml-1) F MCLR 1084 + 101 4.95 = 0.04 0.15 | 0.01 <)<17 1 0.06

) min

ontrol 1140 = 2.59 5.17 = 0.09 0.16 = 0.01 0.83 x 001
ICLR (1 pg ml-1) 138.0 + 2.96" 6.25 + 0.39 027 +00r 1.75 1- 0.09!
exa(20 pg ml-1) + MCLR 109.6 + 3.33h 410 + 0.13" 0.16 + 0.01" 0.66 + 0.05
do( 10 pg mlI"1) + MCLR 97.3 + 2.48h 447 £ 0.11 0.14 + 0.0J 05-4 | o.00!

) min

ontrol 1119+ 130 5.80 = 048 0.16 | 001 0.S5 1 001
CLR (1 pg ml-1) 152.9 + 0.96" 6.90 + 0.06 03! *0.01" 1.93 i: 0.06
exa(20 pgml-1) + MCLR 841 = 577" 3.14 = 0.21*" 0.16 = ().0ll 06-1 - 0.05"
do(10 pg ml-1) + MCLR 90.2 + 0.96" 417 £ 0(3"h 010 o001 0.35 + 0.01 1
10 min

ontrol 1116 + 174 6.22 = 0.10 0.16 + 001 0.S3 1 0.02
CLR(! pg ml ") 1531 + 155 6.87 + 0.07" 0.30 1 0.01° 178 + O.0bi
ixa(20 pg mll) + MCLR 68.8 + 0.88" 2.53 + 1).03*" 0.13 ! o.0i" 0.5S + 0.05;i.h
do(I0pg mi’1l) + MCLR 86.6 + 0.46h 4,08 + 0.0V 010 0.0 0.3) 0.0ii|3
' Significance in rélation to control (p < 0,05).

' Significance in rélation to trealed group with MCLR (p < 0.05). compared by ANOVA (Honlerroni tcst).

>th sexes weighing 250-280 g were anesthetizecl with Dexamethasone (20 pg ml ') and iiidomeihucjii

intobarbital sodium (50 mg kg"! body weight ip). Before
e experiment, the animais were fasted for 24 h with access
water ad libitum. The righl renal arlery was cannulaled as
scribcd by Bahlmann et al. (1967), Nishiilsutji-Uwo cl al.
967) and Ross (1978). The perfusate was a modiiied
mebs-Henseleit solution with the following composition
mmol Na+ 147, K+ 5, Ca++ 2.5, Mgi+ 2, Cl- 110,
203- 2.5, SOj- 1 and POJ 1, 0.15 g glucose, 0.075 g
ea and 0.075 g inulin. Six granis of bovine serum albumin
SA fraction V, Sigma) were added to the solution after a
evious dialysis for 48 h at 4°C in 15 | of Krebs. The pH
is then adjusted to 7.4. Total perfusate used per experi-
mt was 100 ml.

The perfused rat kidney model followed the method of
iwman (1970) as modiiied by Fonteles et al. (1983, 1998).
le system was calibrated for flow and resistance before
eh experiment. The rate of perfusion flow was maintained
25-35 ml min- per kidney. The first 30 min of perfusion
‘re considered to be an internai control. Each experiment
is divided into four periods of 30 min: these periods were
mther subdivided into equal intervals of 10 min. During
;h 10 min period, samples of perfusate and urine were
llected for determinations of sodium. potassium. inulin
d osmolality.

ilOp-gml®) sludies were iiiitiated bclbre an internai
control of 30 min. and MCLR (I pg ml j after an internai
control, and observations were mude during lhe uexl 90 min.
Na ‘' and K were dclermincd by lltniic pliolomeliy (I lami-
Photometer IL. Model 445), and inulin was analyzed
according to Walson et al. (1955) tis modiiied by Fonteles
et al. (1998). Osmolality ofthe samples was measured in an
Advanced Inslrumenlisosniomcter(Necdliam llgiglils, MA).
After Ihe renal perfusion a hislologic evajualion of kidneys
was made by optical nticroscopy. Dexamethasone was
acquired from Merck and CO.. Inc (EUA) and indomethacin

",from Sigma (St. Louis. MO).

The dala were presenied as mcan + S.E.M. At least seven
différcnt animais were used for each dala poinl. Data were
analyzed by ANOVA (Bonfcrroni lest). For staiisiical
purposes. p < 0.05 was considered significam.

Previous restills showed that inftision of | pgml | ol'
MCLR after 30 min of internai control caused alh ralion--
of renal functional parameters (Nobre et al.. 1999).

Dexamethasone (20 pg ml ) showed a captieily of
reverting the renal changcs promoled by MCILR wlien
compared to the control group and internai conirol
(Table ). The drug was able to antagonize in a significam
muhner (p < 0.05) the effect on lhe PP. RVR. UF and GFR
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at 60, 90 and 120 min. Indomethacin at the dose of
10 p,g ml'l was tible to projeei Ihe kidneys Irom lhe loxic
effects of MCLR as comparcd with the conlrol grolp and lhe
internai conlrol group (Table 1). A significant reversion of
the effects of MCLR on the PP, RVR, UF and GFR at 60. 90
and 120 min.

Nobre et al. (1999) showed an intense amount of protei-
naceous material in the urinary spaces following perfusion
with MCLR. Proteinaceous material was not seen in the
tubules or urinary spaee of kidneys pretreated with dexa-
methasone and indomethacin, nor were there any abnorm-
alities in the renal vessels and interstitium, suggesting a
protective effect of these substances.

Naseem et al. (1990) evaluated the effects of glucocorli-
coids in the release of arachidonic acid and its metaboliles
indueed by MCLR in rat hepatocytes. They showed that
fluOrcinolone, dexamethasone and hydrocorlisone suppress
lhe release of arachidonic acid, prostacyclin (6-kctoF|u) and
TXB2. It is known that microcystins are ¢apable of inducing
the cyclooxygena.se via lhe metabolism of arachidonic acid
thus being prone undergoing the action of glucocorticoids,

In our experiments, MCLR induces an increase in PP
which was inhibited by indomethacin. The results suggest
that this increase in pressure can be related to alteralions in
thehomeostasis of cell calcium. If MCLR induces change in
the calcium metabolism of smooth nauseie cell, this change
in calcium input can be contributing to an arteriolar vaso-
constriction.

Calcium plays an important role in the activation of phos-
pholipase A2. If MCLR influences the activity of calcium. it
is possible that it also intensiiies the activation of this
enzyme. On the other hand MCLR is an inhibitor of protein
phosphatases what favors hyperphosphorilation, that is an
increased response to protein kinases. Protein kinase C
which is responsible for the activation of phospholipase
A? (Braguet, 1987) could be increased by the action of
MCLR. The arachidonic acid inhibits L-typc calcium
current, via a mechanism which involves, in pari, stimula-
tion of protein phosphatase activity. On the Other hand,
dexamethasone and indomethacin inhibit arachidonic acid
metabolism, what favors an inhibition of activity in these
protein (Petit-Jacques and Hartzell. 1996). With the use of
indomethacin and dexamethasone we raise the possibility of
the participation of prostaglandin and of calcium. and phos- x
pholipase A2, respectably, in the alteralions triggered by
MCLR.

According to the literatura MCLR affects two types of cells:
hepatocytes and macrophages. In the hepatocytes Ihe toxin
acts as an inhibitor of protein phosphatases and an activator
of phospholipase A2 and cyclooxygena.se. In the macrophages
the toxin induces TNFce and IL-1 (Rocha et al.. 2000). Cyto-
kines induce the produetion of PAF. and the activation of
prostaglandin which seem to be involved in the shock caused
by MCLR. Microcystin specifically and potently inhibits
protein phosphatase | and 2A. MI 10 and SHP2 that are
expressed in kidney. (Haystead et al., 1995; Kuroda et al..

1998). In our experiments we have observed thal MCLR
seems lo induce lhe iidivalion ol pho-.pholip.isc A. and
cycloox vgcitase asila cliceis, wciv blocked by dexaiiidlia-.t>itc
and indomclhacin: this mechanism is similar lo Ihe hcpaiic
effect. It is supposed that this renal change oceurs prolwbiy
by damaging both vascular and glomerular sites.
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Abstract

We have demonstrated previously that microcystin-LR promoted some renal altcraiions using the isolated perfused rnt
kidney preparation. However, these effects were not provcd to be dircct or indirect. The tiim of lhe currenl work is lo examine
the renal effects promoted by supernatants from rat macrophages slimulated wilh microcystin-LR and lhe role oi inilamrnaiory
mediators. Peritoneal macrophages were collected previously and were incubated for | h in fresli médium (controi) and in
médium containing microcystin-LR. Dexamethasone, quinacrine, thalidomide and cyclohe.ximide were admiiiistered 30 min
before microcystin-LR. Supernatants of macrophages stimulatcd wilh or without pharmacological inhibitors were added on the
perfused rat kidney model. The infusion of macrophages supernatanis stimulaled by microcystin-LR caused signilicanl
increases in renal vascular resistance (C: 4.93 + 0.33 vs 7; 5.15 + 0.21), glomeruiar filtration rale (C: 0.559 .' 0.008 vs 7:
0.978 + 0.15) and urinary flow (C: 0.16 = 0.01 vs T: 0.23 + 0.03). Cycloheximide, quinacrine and de.xamcthasonc blocked
these effects and thalidomide blocked renal vascular resistance. Macrophages slimulated by microcystin-LR release mediators
capable of promoting nephotoxicity in isolated perfused rat kidney. Phospholipasc A>, TNE-a and othcr protein mediators
appear to be involved on its renal toxic mechanism.
© 2003 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

Keywords: Microcystin-LR: Macrophages; Kidney

1. Introduction which contains the amirio ttcids leucinc and argininc in
lhe variablc positions and a molecular weight of 995.?. Da
(Carmichael. 1994).

We have demonstrated previously that microcystin-LR
could affect renal phvsiology by altering vascular, glomer-
uiar and urinary parameters, indicating that MCLR could act
directly on the kidney (Nobre et a!.. 1999). We also have
observed that phospholipasc A2 (PLA2j and arachidome
acid-derived mediators were involved in ihis proeess since
dexamethasone and indometacin were able to block tlic
renal effects promoted by MCLR (Nobre et al, 2001).
However, we could not prove if its renal effects were direet
or indirect.

Otherwise. Microcystin-LR induces the reletise ol
interleukin-1 p (IL-ipj and tumor necrosis factw-oi

u

Microcystins are cyclic heptapeptides toxins, produced
by freshwater cyanobacteria like Microcysris. They show
potent hepatotoxicity and tumor-promoting activity through
inhibition of protein phosphatases | and 2A (Tsuji et ai..
2001). Microcystin increased the extend of phosphorylation
of 19 and 110 Da phosphoproteins. ecto-phosphoprotein
phosphatase in endothelial cells (Al-Nedawi et ai.. 1999).
The most toxic of these toxins is microcystin-LR (MCLR).

* Corresponding author. Fax: +55-85-288-5212.
E-mail addresses: serrazul@truenet-ce.com.br (H.S.A.
Monteiro), arlandia@zipmail.com.br (H.S.A. Monteiro).

0041-0101/03/$ - see front matter © 2003 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
PIl: SO041 -0101 (02)00334-3
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(TNF-<<) by pcriloneal macrophages in vilro. The
supcnuitants Iroin thcsc macrophages induce electrogeme
scctetion in rabbit ilettl fiiucosa. These effects could
posstbly expiam lhe intestinal dysfunction that happcned
after inicrocysiin mioxicaiion in animal and mau (Rocha
et al.. 2000).

The aiin of the present invesligation was ta examine the
renal eflects caused by supernatants from rat macrophages
stimulitted v.ith infcrocyslin-LR and investigais which
inllammaiory mediators are involved in this process through
the use of experimental therapeutic agents.

2. Material and methods

M<tfm])hage isdlaiioti. Aduli Wistar rats from both
scxcs  weighing  180-200 g, were fasted 24 h before
cxperimentation with 1'ree access to water. Thioglycolatc

w/iv< 1Oml) was iiilrapcriioncally admitiistered and
afiei' 4 days the animais were Kkilled using ethyl ether
ani ihcstu Pcutoneal macrophages wcie thcn coliegfed
with RPMI (Roswell Park Memorial Inslitule; cell cultura
iicdiiim) and placcd in phrstic lissue cultura dishcs as
previously described (Ribeiro et al, 1991). After
inculiaiion at 37 C in 5% Cf), almosphere for 15 h.
Ine nonadherent cells were renioved by washmg their
dishcs tlirec limes with RPMI médium. The cell lypes
were dclcrniined by cellular morphology by optical
microscopy. Tlic macrophages were incubaied at 37 "C
in 5', CO atmosphere foi 1 h in Iresh médium (conliol)
and in a médium contuining microcystin-LR (1.0 p.g/ml).
Dexamethasone [.K)p.M). quinacrine (I0p,M), thalido-
niide il5 |j.M) and cicloheximide (10 p.M) were incu-
baied for 30 min before Ihe adminislration of
niicrocystjn-LR (1.0 pg/ml). The supernatants were then
discarded and. after additional washing as described
earlier. the cells were incubaied for a further 2 h with
1.0 ml of RPMI médium without toxin or drugs. Cell-free
supernatants from macrophages were obiained by cen-
triftigaiion (300,¢X: 5min) and adjusted for
LI X 10' cells/ml usingi Neubatier's chamber. The viabi-
lily of the macrophages was dclermincd by tripan l4iic
exclusion as described elsewhere (Marshall et al., 1996).
and lhe viability of the macrophages used ranged from
85 te 95'; in the dilferent experimental protocols.

Isolated perfused rat Iddrtey. The perfused rat kidney
model followed the method of Fonteles et al. (1983).
Adult Wistar rats from both sexes. weighing 250—280 g,
were anesthetized with pentobarbital sodium (50 mg. kg”
liody weight ip). Before the experiment. lhe animais were
fasted for 24 h with access te water ad libitum. The right
renal artery was cannulated as described by Balhlmann
et al. (1967). Nishiitsutji-Uwo et al. (1967) and Ross
(1.978). The perfusate was a modiiied Krebs-Henseleit
solution with the following composition in mmol/1: Na+

147, IC! 5, Ca2! 25. Mg2+ 2, CI 110, HCO3 25,
SO4 |, and PO4 I, 0.15 g glucose, 0.075 g urea and
0.075 g inulin. Six grams of bovine serum albumin (BSA
fraction V, Sigma) were added to the solution after a
previous dialysis for 48 h at 4°C in 15! of Krebs. The
pH was then adjusted to 7.4. Total perfusate used per
experiment was 100 ml. The System was calibrated for
flow and resistance before each experiment. The rate of
perfusion flow was maintained of 25-35 ml. min-1 per
kidney. The first 30 min of perfusion were considered as
an internai control. Each experiment was divided into
four periods of 30 min named 30, 60, 90 and 120 min.
During each 10 min period, samples of perfusate and
urine were collected for determinations of sodium,
potassium, inulin and osmolality.

Supernatants of macrophages stimulated by microcystin-
LR. in absence or prcscnce of pharmacological inhibitors,
were added after 30 min of the beginning of each perfusion
(«= 6). and observations were made during the next
90 min. Sodium and potassium were determined by flame
photometry Flame Photometer Model 445), and inulin was
analyzed according to Fonteles ét al. (1998). Osmolality was
measured a vapor pressure in an osmometer (WESCOR
5100c).

Drugs. Purilied microcystin-LR (MCLR). RPMI
médium, trypan blue, cycloheximide (CHX) and quina-
crine (QU1NAC) were obiained from the Sigma Chemical
Co. (St Louis, MO, USA). Thioglycolate was obtained
from Difco Laboratories (Detroit, MIl, USA). Dexametha-
sone (DEXA) was acquired from Merck Sharp & Dohme
(S&o Paulo, SP, Brazil) and Ihalidomide (THALID) was
obtained from ICN Biomedical Inc., Aurora, Ohio.

Statistical analysis. The statistical significance of the
differenccs between various groups was assessed by
analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni test. The
results were presented as the mean *+ standard error
mean. The p value (£0.05) was considered to indicéte
statistical significance.

3. Results

3.1. Rat kidneys perfused with supernatants ofmacrophages
without microcystin-LR in modified Krebs-Henseleit
solution

Selected renal functional parameters during stable
experimental conclitions were evaluated in the rat kidney
perfused with the supernatant of macrophages (SUP.M<j>S)
in the absence of microcystin-LR stimulation (RPMI). The
data are presented as mean + SEM for four periods of
30 min named 30, 60, 90 and 120. For each experiment, the
first 30 min of perfusion were considered as an internai
control. We did not observe any renal alterations in the
group perfused with only RPMI.
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3.2. Renal effects ofsupernatant ofmacrophages stimulated
by microcystin-LR

The infusion of | ml of the supernatant of macro-
phages stimulated by microcystin-LR (!pg/ml) caused
significant increases in renal vascular resistance (RVR)
(Table 1) and glomerular filtration rate (GFR), with a
maximal effect at 60 min (Fig. 1). The urinary fiow (UF)
was also significantly increased by the infusion of the
supernatant activated by the toxin, with a maximal
response at 120 min (Fig. 2). The percentage of sodium
tubular transport (%TNA+) was reduced in the period of
120 min, but the percentage of potassium tubular
transport (%TI<+) was not altered (Table 1).

3.3. Effects ofpharmacological inhi. itors on. renal
functional parameters

Cycloheximide (10|xM), quinacrine (10 p.M) and
dexamethasone (10piM) 30 min before and during

31)

the stimulation of macrophages with microcystin-LR
(I p.g/ml) sigiiificaiitly blockcd Ihe increases in RVR
(Table 1). GFR tilld UF' (Figs. | and 2) proniolcd by
MCLR. Cycloheximide also antagonized the effects in
%TISia+ (Table 1). On theother hand. ihalidomide (15 p.M)
blocked the microcystin-LR renal effects in RVR tTable ! i
however. this compound did not affect other parameters.

4. Discussion

Some reporls demonstrated that microcystin-LR could
slimulate the release of' arachidonic acid as wecll as
cytokines, especially TNF-a and IL-I[3 (Nakano et al.
1991; Fujiki and Suganuma, 1994). Rocha et al. (2000)
showed that supernatants from macrophages. stimulated
with | (Xg/ml of microcystin-LR. induced eletrogenie
response in rabbit ileum. Thus, these data demonsirate

Table |

Effects of pharmacological inhibitors in renal perfusion with supernatant of macrophages stimulated with MCLR on functional parameters

Time (min) Treatment RVR (mmHg/ml g | min %) %TNa+ 9fTK

30 Control (RPMI) 493 + 0.37 8194 + 128 7227 £ LI2
Control (MCLR) 487 £ 021 80.64 + 0.79 7484 124
Control (CHX + MCLR) 4.60 + 0.18 8247  1.05 7357 281
Control (Quinac + MCLR) 4.88 +0.10 80.26 = 1.35 75.33 4 165
Control (Dexa + MCLR) 488 + 0.12 8249 + 0.84 79.02 117
Control (Thalid + MCLR) 470 £ 0.07 X109 + 2.08 777 | 292

60 RPMI (control) 493 +0.33 80.11  0.92 7265 ' 167
MCLR 515 + 0.2 1a 8118 | 135 7649 | 1.70
CHX + MCLR 4.76 = 0.24! 80.85 .t 150 69.1.3 | 1.50
Quinac + MCLR 4.80 + 0.13! 81.16 + 167 7698 + 2,|9
Dexa + MCLR 481 + 0.13al’ 79.55 + 212 7464 £ 279
Thalid + MCLR 4,99 + 0.19% 72.48 = 2.50 61.73 ' 3.03

90 RPMI (control) 498 + 0.35 75.88 + 1.40 7252 ' 172
MCLR 499 + 0.17 7581 + 2.24 7103 t 254
CHX + MCLR 495 + 0.27 8157 + 0.76 67.65 = 161
Quinac + MCLR 457 + 0.24a7 82.62 + 2.48 7922 - 277
Dexa + MCLR 477 = 0.2 lab 76.61 + 1.88 7048 + 2.18
Thalid + MCLR 4.94 +6).16 7107 + 3.38 60.56 2 5.9?

120 RPMI (control) 466 + 0.24 79.16 2 0.80 7356 2 1.26
MCLR 503 + 0.27 7546 + 1.93" 71.12 1 2M
CHX + MCLR 5.04 +0.16 80.91 « 1.05b 6X.S.9 | 196
Quinac + MCLR 488 + 0.28 7736 + 162 7406 146
Dexa + MCLR 494 + 0.25 7214 *+ 2.69 653X 3201
Thalid + MCLR 572 + 0.27 6043 + 391 5 167X

Results are expressed as means + SEM. Supernatant of macrophages (SL'P.M<|».S) with mierra ystin-I.R group ? :r- compmzs! uh lis- ma.

experimental groups (n = 6). The (SUP.McltS) stimulated by MCLR (1 p.g/ml; ANOVA tBonlerroni tesli:

0.0?," and the pliarmtiwTmi" ai

inhibitors were infused after 30 min of the perfusion. The lirst 30 min of perfusion were considered as an internai control. MCLR. micr s\ stin-
LR; CHX, cycloheximide (10 pM); Quinac. quinacrine (10 p.M); Dexa, dexamethasone (10 pMy. Thalid. lhalidomide (15 p.M'. RVR. renal
vascular resistance; %TNa+, percent of sodium tubular transport; %TK *, percent of potassium tubular transport.

a Significance in relation to control (p < 0.05).

b Significance in relation to treated group with SUP.MTS stimulates with MCLR (p < 0.05).
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r—ZISup. M<|iS + RPMI (controi)
Bffli Sup. MpS + MCLR

(< “0OSup. MpS + CHX+ MCLR
rc—i Sup. MpS + Ouiriac + MCLR
L~U Sup. MeS + Dexa + MCLR

I'iu. I feffecL- rf superaittants wl niaerophages (SUP.M<|)S)
jiniulaled v. ilh micweysun-LR (MCLR) in perfused rat kidney.
Results ai® expressel as nieaiis + SEM. Supernatant of macro-

iln uii i expcnineiiiai grodps («  61. | he (S1.JP.MdjS) slimulated
by MCI.R i1 ipie/iuf: ANOVA t Uouferami lest): // S (LO5)and Lhe
pluirmacologieiil iiThfbitors were infused after 30 min of the
perlusion, Tlte lirsl 30 min of pciTusinn were considered as an
iiMcrnid -ciinlml. MCIR, iiiiciiigyslin-LR: CHX, cycloheximide
ilupMg Quinac, (ptijiacriw (IdpVli: Dexa. dcxamclhasone
i) p.M> (il -R. .domeitilar lilu.iiioii rali:, a. signilicanca in relaliou
(o controi (/' (1.05): h. signilicange in relation lo treated group
wilh. SUP.M<1>S stimulates with MCLR, tp < 0.Q5).

lhe involvemcnl of mcdiulors ITom macrophages in this
intestinal ttclivily.

We demonstrated recently Lhat microcystin-LR altered
renal physiology (Nobre et al., 1999) and that PLA2 and
cyclooxigenase were involved in this process (Nobre et al.,
300®. However. we could not prove if these eflects were
protioted dircctiy or if they were iiifluenced by the release
of inlitinmtilory mcdiulors. Other reports have suggeste”™
that the toxicitx of tiiicrocystiii-LR niay depend upon lhe
stimulalion odthe immiine syslent (Hermansky et al., 1990,
19911,

In order to ev.tluale if iiiacrophages are involved in lhe
rénal effects promoted by microcysiiii-LR, we have tesled
the ability of the supernatants of macrophages (SUP.M<|>S)
slimulated by this toxic on the renal paranieters of RVR,
GFR. UF, %TNa+ and %TK ‘. Our data showcd that
SUP.MibS activated by MCLR eaused an increase in the
RVR. GFR, UF ami redliced the %TNa+. However, the
%'l KI was not altered. Tho.sc results suggested that
macrophages were involved indirectly in the renal effects
promoted bv MCLR.

i i Sup. M$S + RPMI (controi)
Hilcssil Sup. MpS 4 MCLR

ESSS3 Sup. M(>S + CHX + MCLR

| i Sup. Mi|>S + Quinac + MCLR
l - iSup. MpS + Dexa + MCLR

Fig, 2. Effects of supernatants of macrophages (SUP.MO0S)
slimulated wilh microcystin-LR (MCLR) in perfused rat kidney.
Results are expressed as means = SEM. Supernatant of macro-
phages (SUP.M<|>S) with microcystin-LR group was compared with
the other experimental groups (n = 6). The (SUP.M<|>S) stimulated
by MCLR (I |[xg/ml; ANOVA (Bonferroni test); p < 0.05) and the
pharmacological inhibitors were infused after 30min of the
perfusion. The fifst 30 min of perfusion were considered &s an
internai controi. MCLR, microcystin-LR; CHX. cycloheximide
(10p.M); Quinac, quinacrine UQOjxM); Dexa, dexamethasone
(I0p.M). UrI', urinary flow. a, significance in relation to controi
(P<(.()5): h. signiiicance in relation to treated group with
SUP.MIfS stim.ilates with MCLR (p < 0.05).

Macrophages arc importam immune cells, which act as
alarm cells signaling the presence of foreign bodies though
the synthesis and the release of inflammatory mediators.
such as arachidonic acid metabolites and cytokines (Rocha
et al., 2000).

To investigate which mediators were responsible for
these renal effects we used cycloheximide, an inhibitor of
inflammatory mediator synthesis (Jiao et al., 1991),
quinacrine, PLA? inhibitor (Yingst et al., 2000), dexametha-
sone. a classic inhibitor of inflammatory mediator synthesis
(Barnes and Adcock, 1993) and thalidomide (TNF-a
synthesis inhibitor).

The ability of CHX, DEXA and QUINAC to revert the
renal effects presented in this work suggested the partici-
pation of PLA2 and other protein mediators.

Thalidomide blocked only the vascular effects promoted
by SUP.M<f>S activated by MCLR. These results suggest
that TNF-a apparently is not the main responsible mediator
of these renal effects. A previous report described that TNF-
a could stimulate macrophages in an autocrine manner
(Rocha et al., 1998). TNF-a, now known to be a mediator of

/
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cancer develppment, plays an important role in tumor
proinotion and progression in humans (Fujiki and Suga-
numa, 1999).

In conclusion macrophages stimulated by microcystin-
LR release mediators capable to promete nephotoxicity in
the isolated perfused rat kidney method. In addition,
phospholipase Ao, TNF-ot and other protein mediators
appear to be involved in its renal toxic mechanism
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