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RESUMO

A Bothrops leucurus (jararaca do rabo branco) € uma serpente peconhenta que
habita a regido Nordeste do Brasil. Os efeitos bioldgicos devido ao envenenamento
por B. leucurus tém perfil semelhante aqueles apresentados por outras serpentes do
género Bothrops, tais como, importantes efeitos locais e sistémicos graves como a
Insuficiéncia Renal Aguda (IRA). O veneno de Bothrops leucurus induziu
nefrotoxicidade em sistema de perfusdo de rim isolado de rato, associado com
citotoxicidade em células tubulares epiteliais renais. Neste trabalho foi avaliado o
efeito nefrotoxico direto da enzima L-aminoacido oxidase isolada do veneno de
Bothrops leucurus (LAAO-BI) sobre células epiteliais renais (MDCK e HK2) e o seu
potencial nefrotéxico em rim isolado de rato. O tratamento com LAAO-BI, 1.56 — 100
Mg/mL induziu significativa morte celular de maneira concentracdo dependente em
ambas as linhagens celulares apds 12 horas de tratamento. Nas células MDCK n&o
foi observada liberacdo de LDH apos 12 horas de exposicdo a LAAO-BI, enquanto
nas células HK2 LAAO-BI induziu ruptura de membrana nas maiores concentracdes
estudadas quando comparado ao controle nao tratado. Nas células MDCK o
tratamento com LAAO-BI aumentou significativamente a porcentagem de células em
apoptose (Anexina-V+, IP-), necrose (Anexina-V-, IP+) e necrose secundaria
(Anexina-V+, IP+). Nas células HK2 LAAO-BI induziu um aumento na porcentagem
de células em necrose (IP+) e necrose secundaria (Anexina-V+, IP+) de maneira
concentracdo dependente. A inducdo de apoptose nas ceélulas MDCK foi
acompanhada de liberacdo de Ca?" do reticulo endoplasmético, aumento de
espécies reativas de oxigénio, disfuncdo mitocondrial e aumento de expressdo de
Bax. O tratamento com LAAO-BI induziu ativacdo de caspase 3 e 7 em ambas as
linhagens celulares. LAAO-BI (10 pg/mL) exerce efeitos significativos no rim isolado
de rato aumentando a pressao de perfusédo e o fluxo urinario e diminuindo a taxa de
filtracAo glomerular e os transportes tubulares de sodio, potassio e cloreto. Os
nossos resultados sugerem que LAAO-BI contribui para nefrotoxicidade observada
no envenenamento por Bothorps leucurus. Além disso, os efeitos citotoxicos de
LAAO-BI nas células epiteliais renais podem ser responsaveis, pelo menos em parte,
pela nefrotoxicidade observada no rim isolado.

Palavras-chave: Nefropatias; Toxicidade; Apoptose; L-Aminoacido Oxidase



ABSTRACT
Title: Effect direct nephrotoxic induced by L-aminoacid oxidase isolated of Bothrops

leucurus venom

The pit viper Bothrops leucurus (White-tailed-jararaca) is a poisonous snake
habituating area in the northeast of Brazil. The biological effects due envenomation
have similar profile than those observed with other Bothrops, such as important
severe local and systemic effects such as Acute Renal Failure (ARF). Bothrops
leucurus venom induces nephrotoxicity in the isolated perfused kidney of rats
associated with cytotoxicity against renal tubular epithelia cells. In this study, it was
evaluated the direct nefrotoxicity of L-aminoacid oxidase isolated of B. leucurus
venom (LAAO-BI) on renal epithelial cells (MDCK and HK2) and their potential
nephrotoxic in isolated rat kidney. In these cells treated with LAAO-BI, 1.56 — 100
pg/mL for 12 h, there was a decrease in their viability in a concentration-dependent
manner after 12 hours of treatment. In MDCK cells LDH release was not observed
after 12 h of LAAO-BI exposure while LAAO-BI induced membrane rupture in HK-2
cells at the highest concentrations studied when compared with untreated cells. In
MDCK cells, LAAO-BI significantly increased the percentage of early apoptotic
(Annexin-V+, PI-), necrotic (Annexin-V-, Pl+) and secondary necrotic cells (Annexin-
V+, PI+) when compared with control untreated cells. In HK-2 cells LAAO-BI induced
an increase in necrotic (P1+ cells) and secondary necrotic cells (Annexin-V+, Pl+) in a
concentration-dependent manner. MDCK apoptosis induction was accompanied with
Ca®" release from the endoplasmic reticulum, reactive oxygen species (ROS)
generation, mitochondria dysfunction with enhanced expression of Bax protein levels.
LAAO-BI induced caspase-3 and caspase-7 activation in both cell lines. LAAO-BI (10
pg/mL) exerts significant effects on the isolated kidney perfusion increasing perfusion
pressure and urinary flow and decreasing the glomerular filtration rate and sodium,
potassium and chloride tubular transport. Taken together our results suggest that
LAAO-BI contributes for the nephrotoxicity observed in the envenomation by
Bothrops leucurus. Moreover, the cytotoxic of LAAO-BI to renal epithelial cells might

be responsible, least in part for the nephrotoxicity observed in isolated kidney.

Keywords: Nephropathy; Toxicity, Apoptosis, L- aminoacid oxidase.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

[Ca2+]c - concentracdo citoplasmatica de ions calcio
2-APB - Borato de 2-Aminoetoxidifenil
Ac-DEVD-AFC - Acetil-Asp-Glu-Val-Asp- 7-amino-trifluorometil-coumarina
AM - acetoximetil éster

AnnV - Anexina V

APAF-1 - Fator de Ativacdo Associado a apoptose-1
BSA - albumina sérica bovina

Ca** - ion célcio

CAT - catalase

DCFH-DA - 2,7diclorodiidrofluoresceina diacetato
DISC - Disc Inducing Sinaling Complex

DMEM - Dulbecco’s modified Eagle’s medium

DMSO - Dimetilsulféxido

DOXO - Doxorrubicina

DR - Death Receptors

DTT - Ditiotreitol

EDTA - Acido Etilenodiamino Tetra-Acético

EGTA - Acido Etileno Glicol Tetracético

EROS - Espécies Reativas de Oxigénio

FCCP - Carbonilcianeto-p-tri fluorometoxifenilhidrazon
FU - Fluxo Urinario

HK2 - Human Kidney 2

IP - lodeto de propideo

IP3R - Receptor de trifosfato de inositol

IRA - Insuficiéncia Renal Aguda

LAAO - L- aminoacido oxidase

LAAO- Bl - LAAO isolada de Bothrops leucurus

LDH - Lactato desidrogenase

MDCK - Madin-Darby Canine Kidney



MS - Ministério da Saude

MTT - 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

%TCI - Percentual de cloreto transportado

%TK+ - Percentual de potassio transportado

%TNa+ - Percentual de sodio transportado

PMSF - fluoreto de fenilmetilsulfonio

PP - presséo de perfusao

PS - fosfatidilserina

RE - Reticulo Endoplamatico

RFG - Ritmo de Filtracdo Glomerular

I'TNF - Receptor de fator de necrose tumoral

RVR - Resisténcia Vascular Renal

RyR - Receptor de rianodina

SBF - Soro Bofino Fetal

SDS - Dodecil Sulfato de Sédio

SERCA - Ca?""ATPase do reticulo endoplasmatico

SINAN - Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacéo
sVLAAO - L- aminoé&cido oxidase isolada de veneno de serpente
sVMPS - Metaloproteinases isoladas de venenos de serpentes
sVPLA?2 - Fosfolipase isolada de venenos de serpente

TAP - tapsigargina

t-BHP - Tert-Butilhidroperéxido

TMRE - Tetramethylrhodamine ethyl ester

AWm - potencial de membrana mitocondrial



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Bothrops leucurus

Figura 2: Distribuicdo geografica da serpente Bothrops leucurus

Figura 3: Composicdo quimica do veneno botropico

Figura 4: Fisiopatologia dos efeitos renais induzidos pelo veneno botropico e
suas toxinas

Figura 5: Vias de sinalizacdo da apoptose

Figura 6: Esquema da acéo de componentes de peconhas ofidicas na morte
celular apoptética

Figura 7: Esquema do ensaio do MTT

Figura 8: Esquema do ensaio de LDH

Figura 9: Esquema do ensaio de marcacao com Anexina V/PI

Figura 10: Esquema da medida de variacdo de Ca®" intracelular

Figura 11: Foto do sistema de perfuséo de rim isolado

Figura 12: Desenho esquemaético do sistema de perfusao de rim isolado
Figura 13: Valores de pressdo de perfusdo (PP) registrados durante a
calibragéo do sistema (n = 6)

Figura 14: Valores registrados pelo fluxémetro (L/min) durante a calibragéo
do sistema (n=6)

Figura 15: Valores de volume urinario (mL/min) registrados durante a
calibragéo do sistema (n = 6)

Figura 16: Fotografia do rim de rato isolado no sistema de perfuséo

Figura 17: Efeito da LAAO-BI sobre a viabilidade de células tubulares renais
Figura 18: Efeito da LAAO-Bl sobre a liberagdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH)

Figura 19: Analise do tipo de morte celular por citometria de fluxo

Figura 20: Medida do AWm nas células MDCK

Figura 21: Efeito da LAAO-BI na mobilizacdo de calcio citosdlico nas células
MDCK

21
22
23
28

31
32

42
43
44
47
53
53
54

54

55

56

61

62

63

64
66



Figura 22: Determinagéo do aumento intracelular de ROS nas células MDCK
Figura 23: Avaliagcdo da ativacdo de caspases executores

Figura 24: Western blotting das proteinas envolvidas na morte celular por
apoptose

Figura 25: Efeito da LAAO-BI na liberacdo de citocromo ¢ no citosol nas
células HK2

Figura 26: Efeitos da LAAO-BI em rim isolado de rato

67
69

70

71

73



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Estudos de nefrotoxidade direta com venenos de Bothrops no
modelo de perfuséo de rim isolado de rato.

57



SUMARIO

1 INTRODUCAO

1.1 Género Bothrops e Bothropoides

1.1.1 Bothrops leucurus

1.1.1.1 Distribuicdo geografico- epidemioldgica

1.2 Veneno botropico

1.2.1 Composicao quimica

1.2.2 Efeitos toxicos

1.2.2.1 Insuficiéncia Renal Aguda (IRA)

1.2.2.1.1 Nefrotoxicidade direta induzida pelo veneno botropico e seus
componentes

2. JUSTIFICATIVA

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

3.2 Objetivos especificos

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Obtengéo de LAAO-BI

4.2 Linhagens Celulares

4.2.1 Cultivo das linhagens celulares

4.3 Estudo da atividade citotoxica in vitro

4.3.1 Ensaio com MTT

4.3.1.1 Principio do método

4.3.2 Ensaio de atividade da enzima Lactato desidrogenase (LDH)
4.3.2.1 Principio do método

4.4 Deteccdo de células apoptéticas e necroticas por marcagdo com
Anexina V/lodeto de propideo

4.4.1 Principio do método

19
19
21
22
23
23
26
27
29

36
38
38
38
40
40
40
40
41
41
41
41
42
42
44

44



4.5 Medida do potencial de membrana mitocondrial (AYm)

4.5.1 Principio do método

4.6 Medidas da variacdo do Ca®" intracelular

4.6.1 Principio do método

4.7 Geracado de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)

4.7.1 Principio do método

4.8 Ensaio de ativacdo da caspase 3e 7

4.8.1 Principio do método

4.9 Andlise de proteinas por western blott

4.9.1 Extratos proteicos totais

4.9.2 Eletroforese das proteinas em SDS-PAGE

4.9.3 Imunodeteccao de proteinas (Western blot)

4.10 Ensaio de liberacao de citocromo ¢

4.10.1 Principio do método

4.11 Perfusao de rim isolado

4.11.1 Animais

4.11.2 Sistema utilizado

4.11.2.1 Calibracao do sistema

4.11.3 Analises bioquimicas

4.11.4 Célculo dos parametros funcionais renais

4.12 Analise estatistica

4.13 Comité de Etica

5. RESULTADOS

5.1 Efeito da LAAO-BI sobre a viabilidade das células tubulares renais
(MDCK e HK2).

5.2 Efeito da LAAO-BI sobre a liberagéo da enzima lactato desidrogenase
(LDH).

5.3 Andlise do tipo de morte celular por citometria de fluxo

5.4 Efeito da LAAO-BI sobre o potencial de membrana mitocondrial nas
células MDCK

5.5 Efeito da LAAO-BI na mobilizacdo de calcio citosélico nas células
MDCK

5.6 Estresse oxidativo induzido por LAAO-BI nas células MDCK

45
45
46
46
48
48
49
49
50
50
50
51
51
51
52
52
52
53
57
57
58
59
61
61

61

62
63

65

66



5.7 Avaliacdo da ativacao de caspases executores do processo de morte
celular por apoptose

5.8 Avaliacdo da liberacdo de citocromo c induzido por LAAO-BI nas
células HK2

5.9 Efeitos da LAAO-BI em rim isolado de rato

6. DISCUSSAO

7. CONCLUSOES

REFERENCIAS

68

71

12
76
84
86






INTRODUCAO



19

1. INTRODUCAO

Envenenamento por serpentes, reconhecido como uma doenca tropical
negligenciada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), constitui um importante
problema de saude publica, particularmente em éareas rurais de paises tropicais
como Africa, Asia e América Latina (WHO, 2009; MARTINES et al ., 2014). Dentre
0s paises da América do Sul o Brasil € o pais com o maior nimero de acidentes com
aproximadamente 20.000 casos notificados por ano e uma taxa de letalidade de
0,45% (LEITE et al., 2013). De acordo com os dados do Sistema de Informacao de
Agravos de Notificagcdo (SINAN) do ministério da Saude (MS) ocorreram nos anos de
2000 a 2013, mais de 360.506 casos de acidentes por serpentes no Brasil,
resultando em 1.487 6bitos (BRASIL, 2013).

O Brasil possui uma vasta fauna ofidica totalizando 381 espécies, distribuidas
em 10 familias e 75 géneros. Apenas 2 familias (Elapidae e Viperidae) retnem as
espécies chamadas de peconhentas, ou seja, aquelas que produzem toxinas em
suas glandulas especializadas e possuem aparelhos apropriados para inocula-las
(BERNILS, 2012).

Dentre as familias de serpentes peconhentas existentes no Brasil, destaca-se
a familia Viperidae, pela gravidade dos acidentes que causam. Essa familia &
composta pelos géneros Bothrops, Bothropoides, Bothriopsis, Bothrocophias,
Rhinocerophis, Crotalus e Lachesis (OLIVEIRA et al., 2009).

1.1 Género Bothrops e Bothropoides

Na América do Sul, serpentes do género Bothrops apresentam um alto
interesse cientifico, pois sdo as maiores causadoras de envenenamentos ofidicos
(HIGUCHI et al., 2007; ACOSTA, 2010). No Brasil, sdo responsaveis por cerca de
90% dos acidentes ofidicos notificados. Esse género compreende cerca de 30
espécies e sao popularmente conhecidas como jararacas (CARRASCO et al., 2012).

As serpentes pertencentes a este género sado caracterizadas por possuirem a

cauda sem maiores modificacfes, geralmente com escamas subcaudais em pares,
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cabeca triangular e fosseta loreal. Habitam preferencialmente os ambientes imidos,
como matas e areas cultivadas. Possuem habitos noturnos ou crepusculares, sdo
consideradas muito agressivas e chegam a atacar sem causar ruidos
(MELGAVAREJO, 2003; ALBUQUERQUE; COSTA; CAVALCANTE, 2004).
Possuem um alto grau de especializacdo no aparato venenifero, caracterizado pela
presenca de complexos sistemas de producdo e armazenamento do veneno, bem
como modificagdes morfoldégicas importantes, como musculatura cefélica bem
desenvolvida, sobretudo proxima as glandulas de veneno, além de dentes moveis e
canaliculados, implantados na parte anterior do maxilar, que permite a erecao das
presas para frente no momento do bote (AZEVEDO-MARQUES; CUPO; HERING,
2003).

Devido a grande diversidade de serpentes do género Bothrops, as relacdes
filogenéticas ndo sdo completamente definidas e a separacdo das serpentes em
diferentes géneros é frequentemente necessaria (SOUSA et al., 2013). Em 2009,
levando em consideracdo as variacdes morfolégicas e moleculares, foi criada uma
nova espécie e reclassificadas algumas espécies anteriormente pertencentes ao
género Bothrops; este género foi nomeado por Bothropoides e contém 11 espécies:
Bothropoides alcatraz, Bothropoides diporus, Bothropoides erythromelas,
Bothropoides insularis, Bothropoides jararaca, Bothropoides Ilutzi, Bothropoides
marmoratus, Bothropoides Mattogrossensis, Bothropoides neuwiedi, Bothropoides
pauloensis e Bothropoides pubescens. Essa nova classificacdo € aceita e fornecida
pela Sociedade Brasileira de Herpetologia (FENWICK et al., 2009).

Algumas espécies apresentam maior importancia devido sua ampla
distribuicdo geografica como: a B. atrox, encontradas no Norte do Brasil; B. jararaca,
distribuidas na regido Sul e Sudeste do pais; B. jararacussu, encontradas no cerrado
da regido Central e em florestas tropicais da regido Sudeste; B. alternatus,
distribuidas ao Sul do pais; B. moojeni na regido Centro Oeste e Sudeste; B.
erythromelas e B. leucurus principalmente na regido Nordeste (PINHO, PEREIRA,
2001; MELGAVAREJO, 2003).
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1.1.1 Bothrops leucurus

A serpente Bothrops leucurus foi descrita pela primeira vez por Wagler em
1824 e pertencia a um complexo da Bothrops atrox, o qual compreendia as
serpentes Bothrops marajoensis, Bothrops moojeni, Bothrops asper, Bothrops
leucurus, Bothrops colombienses, Bothrops isabelae, Bothrops lanceolatus aidae,
Bothrops lanceolatus nacaridae. Na década de 60, as serpentes incluidas neste
complexo, foram divididas em espécies distintas de acordo com sua localizacéo
geografica e a composigdo dos venenos (WUSTER et al., 1997).

E popularmente conhecida como jararaca-do-rabo-branco e/ou caigara,
guando filhote, e malha-de-sapo, cabeca de capanga e jararaca, quando adulta
(LIRA-DA-SILVA, 2009). Apresenta um par de fossetas loreais (6rgao
termorreceptor), um olho e uma narina de cada lado de sua cabeca, dai sua
denominagao popular de cobra de “quatro-ventas”. A denticdo é do tipo solendglifa,
€ uma espécie de médio porte (28 a 187 cm) que possui varios padrées de
coloracdo. Diferencas mais marcantes podem ser encontradas entre individuos
adultos e jovens. Geralmente apresentam um padrdo dorsal cinza ou amarronzado,
com manchas negras em formato de “V” invertido (Figura 1). Apresentam também
uma faixa pés-ocular bem definida e um ventre enxadrezado de coloragéo cinza e
amarelada (PORTO; TEIXEIRA, 1995).

Figura 1: Bothrops leucurus (Fonte: http://www.venomland.org).
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1.1.1.1 Distribuicéo geografico epidemiologica.

Sua incidéncia varia desde o Norte da regido Sudeste (Espirito Santo) até o
Nordeste brasileiro (Figura 2). No Nordeste a distribuicdo dessa espécie € mais
ampla, se estendendo para o norte do Estado do Maranhdo, Sul do Ceara e na
Bahia ela ocorre na Chapada Diamantina e no Chapaddo Ocidental de S&o
Francisco (MELGAVAREJO, 2003). E comum em areas florestadas do Nordeste e
se adapta bem em ambientes urbanos, incluindo os ambientes peridomiciliares. Foi
registrada a incidéncia dessa espécie também na regido de Caatinga na Bahia
(ULLOA et al., 2004), em que prevalece a vegetacdo secundaria desse tipo de
ecossistema, altamente impactado pela acao antrépica. Além disso, ela também foi
localizada em remanescentes da Mata Atlantica no Estado de Pernambuco. Essa
incidéncia indica que B. leucurus esta aumentando a sua distribuicdo geografica
para areas com diferentes caracteristicas pedoclimaticas e vegetacionais, invadindo
diferentes biotas, fato provavelmente favorecido pelo desmatamento e pela sua
grande plasticidade ecolégica (GUARNIERI et al., 2000; LIMA-DUARTE et al., 2003).

Figura 2. Distribuicdo geografica da serpente Bothrops leucurus. (Fonte:
www.luar.dcc.ufmg.br).

Do ponto de vista médico, Bothrops leucurus constitui uma importante
serpente causadora de acidentes no Nordeste do Brasil. Juntamente com a
Bothropoides erytromelas, sdo as responsaveis pela maioria dos acidentes ofidicos

notificados nesta regiao.
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1.2 Veneno botropico

1.2.1 Composicao quimica

Os venenos de serpentes do género Bothrops séo constituidos por uma
complexa mistura de componentes proteicos e nao proteicos, com diferentes
estruturas e atividades bioquimicas especificas (DE MARCO et al., 2015). Todos
estes componentes sofrem grande variabilidade, tanto inter como intraespecifica, as
quais sdo decorrentes da idade, sexo, sazonalidade, variacdo geografica e

alimentacao das serpentes (JORGE et al., 2015).

Os maiores componentes proteicos do veneno (cerca de 90% do peso seco),
com ou sem atividade catalitica, s&o neurotoxinas, cardiotoxinas, lectinas,
disintegrinas, peptideos natriuréticos, proteinases (metaloproteinases, serino
proteinases), fosfolipases, L-aminoacido oxidades, fosfodiesterases, nucleotidases,
hialuronidases, acetilcolinesterases, fatores de crescimento e ativadores de proteina
C (DE TONI et al.,, 2015). Enquanto os componentes nao protéicos incluem
constituintes organicos e néo organicos (MATSUI et al. 2004; RAJENDRA et al. 2004)
(Figura 3). Dentre todos os compostos proteicos, 0s que merecem destaque sdo as
enzimas fosfolipase A,, metaloproteinases, serinoproteinases e L-aminoacido

oxidases, devido ao seu valor farmacolégico, medicinal e biotecnolégico.

C/ Atividade enzimatica

v Fosfolipases (PLAS)

v Serinoproteases
Fracao v Metaloproteases Zn2* dependentes
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1C Carboidratos
nao Serotonina

proteica Histamina

ions inorganicos

Figura 3: Composicao quimica do veneno botrépico (Fonte: DE TONI et al., 2015).

As fosfolipases isoladas de venenos de serpentes (svPLA2s) sdo enzimas
secretoérias de baixo peso molecular (13 a 15 kDa), estaveis, requerem célcio para
desempenhar sua atividade -cataliica e agem  sobre  substratos lipidicos



24

(principalmente fosfolipidios) (FERREIRA et al., 2013). Atuam catalisando a hidrélise
especificamente na ligacdo 2-acil éster de fosfolipidios, liberando como produtos os
lisofosfolipidios e acidos graxos livres (GARCIA-DENEGRI et al., 2014). svPLA2s sao
muito toxicas e iniciam um importante papel na imobilizacdo da presa. Em um Unico
veneno podem ocorrer varias isoenzimas, cujos efeitos farmacolégicos podem variar
consideravelmente. Esses efeitos incluem acdo hemolitica indireta, neurotoxicidade,
cardiotoxicidade, agregacéo de plaquetas, anticoagulante, edematogénica, miotéxica,
bactericida e pro-inflamatéria. Nos venenos botropicos, estas enzimas estdo
relacionadas a mionecrose local que pode provocar sequelas drasticas, como perda
tecidual permanente, incapacidade ou amputacdo do membro afetado (GHAZARYAN
et al., 2014).

As metaloproteases e serinoproteases sao complexos de proteases que atuam
sobre diferentes alvos hemostaticos e ajudam na digestdo de presas, promovendo
danos teciduais. As metaloproteinases sdo um grupo de endopeptidases,
dependendes de célcio ou zinco ligados no sitio ativo para possuirem atividade,
desempenham um papel central no envenenamento, e sédo classificadas em cinco
superfamilias sendo uma delas a familia metzincinas, da qual fazem parte as
metaloproteinases isoladas dos venenos de serpentes (svMPs) (DE PAULA et al.,
2014).

Metaloproteinases de venenos de serpentes tém sido objeto de muito estudo
devido a importancia que estas desempenham no envenenamento. Em geral, a acao
das SVMPs relaciona-se com a protedlise de componentes da matriz extracelular
(colageno tipo 1V, laminina e fibronectina), proteinas plasmaticas (fibrina, fibrinogénio,
fator Von Willenbrand e pré-trombina) e das proteinas da superficie celular (integrinas
e caderinas). Estes efeitos promovem diversas alteragcdes patologicas, tais como
hemorragia, inibicdo da agregacdo plaquetéria, coagulopatia, mionecrose, edema,

equimose e resposta inflamatoria (BERNADONI et al., 2014).

As serinoproteases estdo associadas aos distlrbios hemostéaticos devido a sua
atuacdo nos componentes da cascata da coagulacdo sanguinea e do sistema
fibrino(geno)litico (ZAQUEO et al., 2014). Apresentam outras fungdes, podendo estar
envolvidas na digestdo da presa, ativacdo do sistema complemento e diferenciacao

celular. Individualmente, essas enzimas ndo sao consideradas letais, mas elas
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contribuem para o efeito toxico quando combinadas com outras proteinas presentes
no veneno (BRAUD et al., 2000). Na captura de presas, as serino proteinases agem
em conjunto com as metaloproteinases, que também podem apresentar atividade
fibrinogenolitica, produzindo uma hemorragia incontrolavel no animal capturado,
facilitando sua digestéo (GUTIERREZ et al., 2009).

Outro importante componente protéico encontrado nos venenos botropicos é a
enzima L-aminoacido oxidase (LAAO). LAAOs sao flavoenzimas que catalisam a
desaminacdo estereoespecifica de um substrato L-aminoacido, a um a-cetoacido
correspondente, com a producao de peroxido de hidrogénio e aménia. Essas enzimas
sdo amplamente distribuidas em venenos de serpentes da familia Viperidae,
Crotalidae e Elapidae. Nos venenos botropicos pode chegar a 30% do teor total de
proteina (TAN et al., 2009; LEE et al., 2014).

L-aminoacido oxidases isoladas dos venenos de serpentes (SVLAAOS)
apresentam grande similaridade, como, massa molecular e sequéncia N-terminal.
Estruturalmente sdo glicoproteinas (3-4%), homodiméricas acidas ou basicas, se
ligam a FMN (flavina mononucleotideo) e FAD (flavina adenina dinucleotideo) como
co-fatores, tém massa molecular de 120-150 kDa na forma nativa e 55-56 kDa na
forma monomérica (CALDERON et al., 2014).

Até a década de noventa, os estudos realizados com LAAOs foram restritos as
caracteristicas estruturais e funcionais destas enzimas (DU, CLEMETSON, 2002).
Atualmente LAAOs tém atraido o interesse de pesquisadores devido aos seus efeitos
polifuncionais em diferentes sistemas bioldgicos. Os estudos mostraram evidentes
efeitos sobre a agregacdo plaquetaria, formacdo de edema, hemorragia,
antimicrobianos, antivirais, anti-HIV e citotdxicos para células tumorais. O mecanismo
pelo qual LAAO participa da toxicidade dos venenos € desconhecido. Entretanto,
essa enzima libera H,O, quando oxidada, o que provavelmente desempenha um
importante papel na sua toxicidade, pois sua atividade antibacteriana, citotoxica e
agregante plaquetaria € inibida por catalase (STABELI et al., 2007; NAUMAN et al.,
2011; LEE et al., 2014).
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1.2.2 Efeitos téxicos

Os componentes ativos do veneno botrépico possuem importantes atividades
fisiopatoldgicas, com acédo proteolitica, coagulante e hemorragica (OLIVEIRA et al.,
2009; CAMPOS et al., 2013).

A acdo proteolitica caracteriza-se por lesdo do tecido local proeminente,
desenvolve-se rapidamente ap6s o0 acidente e pode resultar em sequelas
permanentes. A patogénese é complexa, decorrente da acdo de varias enzimas
presentes no veneno, dentre elas, as metaloproteinases, hialuronidades,
fosfolipases A, (STUQUI et al., 2015). Estas enzimas podem atuar por acao direta
sobre diferentes substratos, causando lesdo tecidual através da ativacaol/liberacao
de mediadores celulares e moleculares do processo inflamatério. O quadro clinico
caracteriza-se por manifestacdes locais importantes como dor e edema de carater
precoce e progressivo. Frequentemente surgem equimoses, lesdes bolhosas e
sangramentos no local da picada. Nos casos mais graves, pode ocorrer necrose de
tecidos moles com formacdo de abscessos e desenvolvimento de sindrome
compartimental, podendo deixar como sequelas a perda funcional ou mesmo
anatdbmica do membro acometido (GUTIERREZ, 2014; YAMASHITA et al., 2014).

Uma grande variedade de proteinas presentes no veneno botrépico
afetam a hemostasia. Muitas sdo enzimas como nucleotidases, fosfolipases A,, L-
aminoacido oxidases (LAAO), metaloproteinases e serinoproteinases, enguanto
outras, como desintegrinas e lectinas tipo C, ndo tém atividade enzimética. Essas
proteinas podem ser classificadas como pro-coagulantes, anticoagulantes ou
ativadoras de fibrindlise. No grupo dos pro-coagulantes estéo incluidos os ativadores
do fator V, do fator X e de protrombina, além de varias enzimas semelhantes a
trombina. Inibidores de fatores IX e X, ativadores de proteina C, inibidores de
trombina e fosfolipases A, exibem propriedades anticoagulantes. Atuantes sobre o
sistema fibrinolitico estdo as proteinas com atividade proteolitica sobre a fibrina e os
ativadores de plasminogénio. As proteinas que agem como pro-coagulantes, causam

a ativacdo in vivo do sistema de coagulacdo, mas, na maioria dos casos, isto nao
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resulta em trombose macica e embdlica, mas provoca o consumo de fatores da
coagulacdo, resultando em um quadro clinico de incoagulabilidade sanguinea
(CLEMETSON; LU; CLEMETSON, 2005; SARTIM et al., 2015).

A acdo hemorragica é decorrente de toxinas presentes no veneno que agem
como anticoagulantes diretos ou indiretos, potencializando o risco de hemorragia.
Essas toxinas atuam aumentando a permeabilidade vascular ou danificando o
endotélio vascular (hemorraginas e metaloproteinases). Os mecanismos de a¢éo das
hemorraginas incluem danos as células endoteliais, mionecrose, ruptura das fibras de
colageno e da membrana basal. O resultado final € um aumento da permeabilidade
vascular com extravasamento de liquido intersticial, acarretando a formacédo de
edema, ou extravasamento de células sanguineas, levando a equimoses, purpuras ou
sangramentos (HUTTON , WARREL, 1993; OGUIURA et al., 2014 ).

Os efeitos clinicos séo vistos localmente no membro picado e por todo o corpo.
Pode haver sangramento espontaneo a partir de tecidos, observaveis muitas vezes
como sangramento das gengivas (gengivorragia), mas também como sangramento
no trato gastrointestinal (TGI), com hematémese e melena, hemorragia nos pulmdes,
com hemoptise, sangramento no trato genito-urinario, com hematudria ou menorragia.
Cada um destes pode variar de leve a grave, capaz de provocar um choque com risco
de vida (WHITE, 2005).

As manifestacBes sistémicas incluem, além das supracitadas, nauseas,
vomitos, sudorese, hipotenséo arterial e, mais raramente, choque. As complica¢cdes
sistémicas mais comuns s&o, insuficiéncia renal aguda, septicemia e coagulacéo
intravascular disseminada, tendo patogénese multifatorial e sendo causas frequentes
de obitos (PINHO; PEREIRA, 2001; FRANCA; MALAQUE, 2003).

1.2.2.1 Insuficiéncia Renal Aguda (IRA)

Uma importante complicacéo sistémica nos envenenamentos por serpentes do
género Bothrops € a Insuficiéncia Renal Aguda (IRA). A IRA €& considerada a

complicagdo mais grave e letal desses acidentes. Estudos retrospectivos mostraram
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que IRA ocorreu em 1,5% a 10% dos casos, mas provavelmente a real magnitude
deste problema é subestimada (TORREZ et al., 2014).

O rim é um o6rgao altamente vulneravel & acdo de venenos e toxinas devido

sua alta vascularidade. Muitos fatores tém sido implicados na patogénese da IRA

induzida pelo envenenamento botrépico, dentre eles, alta concentracdo do veneno no

tecido renal, acdo direta dos componentes do veneno sobre o tubulo renal e células

epiteliais renais, hemoglobindria, deposi¢cdo de fibrina glomerular, lesdo vascular,

liberacdo de substancias vasoativas, deposicdo de complexos imunes e estresse

oxidativo (Figura 4) (SITPRIJA, SITPRIJA, 2012).

Bothrops
Toxinas

W

Reagoes imunologicas | Citocinas e

mediadores
vasoativos

Inflamacgéo

Ativagdo do complemento

Aumento da permeabilidade vascular
Hipovolemia

Radicais livres

=

W

Efeitos diretos

Formacéo
de poros

Lise de
membrana

Destruicéo do
citoesqueleto

‘ Mudancas hemodindmicas

N

l

Complexos imunes ‘—) |njl:l|'iﬂ Renal

W

W

‘ ‘ Alteragtes patolégicas

J,

‘ Achados clinicos
Hematuria

Proteinuria

Sindrome Nefrotica
Hemoglobindria
Mioglobinuria
Faléncia Renal Aguda

Necrose Tubular
Necrose cortical
Vasculite
Glomerulonefrite
MNefrite intersticial

Figura 4: Fisiopatologia dos efeitos renais induzidos pelo veneno botrépico e suas toxinas. (Fonte:
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A leséo renal mais frequente observada apds o acidente botropico é a necrose
tubular aguda, mas casos de necrose cortical também sdo descritos, bem como
nefrite intersticial aguda, alteracbes glomerulares, vasculite e necrose de papila em
menor frequéncia. A evolucado clinica depende da precocidade do diagnéstico e do
tratamento com soroterapia, hidratacdo e didlise (MARROTA et al., 2006; SITPRIJA,
SITPRIJA, 2012).

1.2.2.1.1 Nefrotoxicidade direta induzida pelo veneno botropico e seus

componentes

Dentre os fatores envolvidos na patogénese da IRA, o efeito nefrotoxico direto
de venenos botropicos e suas fragbes foram relatados. Segundo Sitprija e Sitprija
(2012), os estudos clinicos e histopatolégicos ndo sao conclusivos sobre a
nefrotoxidade direta de venenos e toxinas. Evidéncia convincente é fornecida a partir
de estudos com cultura de células renais e perfusédo de rim isolado. Varios estudos
demonstraram que diferentes componentes dos venenos estao envolvidos na inducéo
de morte celular por necrose e/ou apoptose (ARAKI et al., 2002; MORA et al., 2005;
NASCIMENTO et al., 2009; NAUMAN et al., 2011; LEE et al., 2014).

A necrose é um tipo de morte celular que ocorre de forma descontrolada e
acidental, sendo desencadeada principalmente por lesdes mecanicas, agentes
citotoxicos e hipoxia. E caracterizada pela ruptura da membrana plasmatica,
condensacdo da cromatina, hidrélise do DNA, aumento do volume celular,
desagregacao dos ribossomos e finalmente lise celular. Apds a lise celular ocorre a
liberagdo de componentes intracelulares, ocasionando uma reagao inflamatoria local.
Ainda que o material necrotico seja removido por fagocitos, a inflamacéo causa danos
locais significativos (ORRENIUS; GOGVADZE; ZHIVOTOVSKY, 2015). Os multiplos
caminhos bioquimicos que séo ativados pelo dano celular inicial e que podem levar a
necrose incluem a deplecéo severa de reservas de energia celular (ATP); aumento do
calcio citosolico livre; geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e a ativacao
de varias enzimas, incluindo as fosfolipases, proteases e endonucleases (RANA,;
SATHYANARAYANA; LIEBERTHAL, 2001).
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Recentemente, demonstramos que o veneno de Bothrops leucurus induziu
nefrotoxidade direta associada com inducdo de morte celular por necrose e
apoptose (DE MORAIS et al., 2013). Castro et al. (2004) demonstraram que 0
veneno de B. jararaca causou toxicidade direta para tubulos proximais via estresse
oxidativo. Bothrops insulares induziu citotoxicidade em células tubulares renais
através de disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo (MELLO et al., 2014).
Nascimento et al., (2007) e Colares Buzato et al., (2002) avaliaram a citotoxidade
das peconhas de Bothrops alternatus e Bothrops moojeni em cultura de células
tubulares renais, e verificaram reducédo da viabilidade celular, com diminuicdo da
resisténcia transepitelial das monocamadas. Ao estudarem o mecanismo de morte
celular, verificaram morte predominantemente por necrose e possivelmente através

da acéo das espécies reativas de oxigénio.

A apoptose caracteriza-se por alteracbes no citoesqueleto que induzem
contracdo celular, fragmentacdo do DNA, condensacdo da cromatina, clivagem de
substratos proteicos, formacédo de vesiculas sem perda de integridade da membrana
e sem resposta inflamatéria. E um dos principais mecanismos que contribui para
perda da funcdo das células do rim e atrofia tubular em doencas renais (VERZOLA
et al., 2014).

A ativacdo da apoptose pode ser deflagrada por estimulos externos por meio
da ativacédo de receptores especificos presentes na superficie celular (via extrinseca
ou via de receptor de morte celular), ou pelo estresse intracelular (via intrinseca ou
mitocondrial). Ambas as vias culminam com a ativacdo de caspases que levam a
morte celular (ZHU et al., 2015).

A via extrinseca é desencadeada pela ligacdo de ligantes especificos a um
grupo de receptores de membrana da superfamilia dos receptores de fatores de
necrose tumoral (rTNF), a porgcdo citoplasmatica desses receptores contém um
dominio de morte intracelular chamados de receptores de morte (death receptores,
DRs). Quando os receptores de morte celular reconhecem um ligante especifico, os
seus dominios de morte interagem com moléculas conhecidas como FADD/ MORT-1.
Essas moléculas tém a capacidade de recrutarem as pr6 caspases iniciadoras 8 e 10.
Depois de tornarem-se ativas as caspases 8 e 10 difundem-se no citoplasma e ativam

as caspases efetoras 3, 6 e 7, entre outras (Figura 5). As caspases efetoras, por sua
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vez, clivam multiplos componentes vitais para as ceélulas, levando a morte por
apoptose (CHEN et al., 2015; SAKAMAKI et al., 2015).

A via intrinseca é ativada por estresse intracelular ou extracelular, como
privacdo de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia, dentre outros. A
mitocondria sofre modificacdes de potencial de membrana interna, de permeabilidade
de membrana e aumento de densidade de matriz. Estas alteracdes mitocondriais
podem ser cruciais para o disparo da morte, podendo facilitar a translocacao de
proteinas mitocondriais, bloqueio na sintese de ATP e aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio, que leva a oxidacao de lipidios, proteinas e acidos
nucléicos, além de contribuir para a ativacdo de caspases-9 e 3. O desarranjo
mitocondrial também pode facilitar a liberacao de citocromo c¢ para o citoplasma, onde
o mesmo forma complexo com o fator de ativagdo associado a apoptose-1 (APAF-1)
e caspase-9, o chamado apoptossomo, que promove a clivagem da pro-caspase-9,
liberando a caspase-9 ativa, que € capaz de ativar a caspase-3 e levar a apoptose
(Figura 5) (JEONG et al., 2015; YANG et al., 2015).
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mitocondrial e consequente liberacdo de moléculas pro-apoptoéticas nela presentes (citocromo c). O
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citocromo c liberado se oligomeriza com APAF-1 e pro-caspase 9, para formar o complexo ativador da
caspase 9 chamado apoptossoma, uma vez ativada a caspase 9 cliva e ativa a pré-caspase 3,

induzindo a apoptose (Fonte: Galluzzi, Blomgren, Kroemer , 2009).

Diversas proteinas presentes nos venenos botropicos podem induzir ativacdo
da via extrinseca ou intrinseca da apoptose (Figura 6). Varios estudos identificaram
metaloproteinases que, devido a sua similaridade com a convertase de TNF-a, sao
capazes de causar apoptose in vitro (MOURA-DA-SILVA e BALDO, 2012;
CALDERON et al., 2014; ACHE et al., 2015). PLA, podem induzir apoptose via
estresse oxidativo, disturbios da sinalizacdo de calcio e producdo de ceramida
(SHAKHMAN et al., 2003; MORA et al., 2005; TONELLO et al., 2012). As
desintegrinas interferem na adesao celular e também atuam na via de transduc¢éo de
sinal da fosfolipase C fosfatidilcolina-especifica, assim como a inducéo da expressao
de p53 (ZHAO et al., 2004; LUCENA et al., 2015). As cardiotoxinas podem ativar
apoptose tanto pela via extrinseca (caspases 8 e 3) como pela via mitocondrial, com
a liberacdo de citocromo ¢ (CHIEN et al.,, 2008; CALDERON et al., 2014). Outro
importante indutor de apoptose é a enzima L-aminoacido oxidase (LAAO), que pode
bloquear os receptores de timidina causando danos ao DNA. LAAO induz apoptose
ao ativar os receptores de morte (CALDERON et al., 2014). LAAO gera H,O, em sua
reacao catalitica, produzindo apoptose como efeito secundario (NAUMAN et al., 2011;
LEE et al., 2014; MORAIS et al., 2015).
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setas tracejadas indicam as possiveis vias de agdo das enzimas/toxinas da pegonha nas células. As
setas continuas indicam vias ja estabelecidas na literatura. X = bloqueio de integrinas ou canais

ibnicos. U = aumento na expressao; V = reducéo na expresséo. (Fonte: NASCIMENTO, 2008).

Além dos estudos de citotoxicidade, outros estudos foram conduzidos com
venenos botropicos e suas toxinas utilizando perfusdo de rim isolado de rato, onde
foram observados efeitos nefrotoxicos diretos. Em estudos prévios realizados por
Havt et al., (2005), Martins et al., (2005)., Braga et al. (2006), Evangelista et al.,
(2010), De Morais et al., (2013), foi demonstrado que os venenos de diferentes
espécies de Bothrops alteram os parametros fisioldgicos da funcdo renal. De um
modo geral os venenos botrépicos induzem diminui¢cdo na Pressdo de Perfusdo, na
Resisténcia Vascular Renal, no Ritmo de Filtracdo Glomerular, no Fluxo Urinario e na
porcentagem de transporte tubular de sédio (Tabela 1).

Tabela 1: Estudos de nefrotoxicidade direta com venenos de Bothrops no modelo de perfusédo de rim

isolado de rato.
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PP: Pressao de Perfusdo; RVR: Resisténcia Vascular Renal; RFG: Ritmo de Filtracdo Glomerular; FU:

Fluxo Urinario; %TNA: percentual de sodio transportado.

Observamos que o veneno de Bothrops leucurus induziu nefrotoxicidade em
rim isolado de rato, associado com citotoxicidade em células tubulares epiteliais
renais (DE MORAIS et al.,, 2013). No presente trabalho demos continuidade ao
estudo, avaliando o efeito nefrotoxico da enzima L-aminoacido oxidase isolada do
veneno de Bothrops leucurus (LAAO-Bl). A fim de saber se esta enzima esta

envolvida no processo de nefrotoxidade direta do veneno de Bothrops leucurus nos



34

investigamos a sua citotoxicidade sobre células epiteliais renais e 0 seu potencial

nefrotéxico em rim isolado de rato.
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2. JUSTIFICATIVA

A Bothrops leucurus € uma serpente peconhenta que habita a regido Nordeste
do Brasil, responsavel por grande parte dos casos de acidentes ofidicos reportados
na regido (SATURNINO, OLIVEIRA et al., 2014). Os efeitos biolégicos devido ao
envenenamento por B. leucurus tém perfil semelhante aqueles apresentados por
outras serpentes do género Bothrops, ou seja, importantes efeitos locais, assim como
efeitos sistémicos graves, como a insuficiéncia renal aguda (IRA) que é a principal
causa de morte nesses acidentes (SANCHEZ et al., 1992, LIRA- DA- SILVA, 2009).

Recentemente, demonstramos os efeitos do veneno da serpente Bothrops
leucurus em rim isolado e em cultura de células renais. O veneno induziu alteracfes
nos parametros fisiolégicos renais, e efeitos citotoxicos em cultura de células
tubulares renais, como inducdo de morte celular por necrose e apoptose,
despolarizacdo no potencial de membrana mitocondrial, aumento de célcio citosolico
e aumento de expressao de caspases (DE MORAIS et al., 2013).

A abordagem proposta neste trabalho foi dar continuidade ao estudo. Portanto,
objetivou-se estudar se a fracdo L-aminoacido oxidase, o maior componente proteico
de B. leucurus, esta envolvida na nefrotoxicidade do veneno. Para isso, utilizamos
técnicas farmacoldgicas classicas aliadas a técnicas modernas de sinalizacdo de
morte celular.

O estudo do mecanismo molecular envolvido nos disturbios renais causado por
ofidismo tem como finalidade dar um melhor entendimento de como agem os
venenos e seus componentes e contribuir para o conhecimento da fisiopatologia
renal. Espera-se assim, esclarecer os mecanismos de nefrotoxicidade, bem como
ajudar na busca de farmacos e estratégias terapéuticas mais efetivas que possam
ser Uteis para o tratamento da insuficiéncia renal aguda induzida pelo

envenenamento botropico.



37

OBJETIVOS



38

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

»  Estudar os efeitos nefrotoxicos diretos induzidos pela fragdo L- aminoacido

oxidase isolada do veneno de B. Leucurus (LAAO-BI).

3.2 Objetivos especificos

> Avaliar os efeitos da LAAO-BI sobre a viabilidade das células tubulares renais
(MDCK e HK2).

» Estudar o mecanismo de morte induzido por LAAO-BI sobre as linhagens

celulares em estudo.

» Verificar o efeito da LAAO-BI sobre o potencial de membrana mitocondrial nas
células MDCK.

> Avaliar o efeito da LAAO-BI sobre a mobilizacdo de Ca®* citosélico nas células
MDCK.

> Investigar se LAAO-BI induz aumento de espécies reativas de oxigénio nas
células MDCK.

» Avaliar se LAAO-BI induz ativacdo de caspases executoras da apoptose sobre

as linhagens celulares em estudo.

» Avaliar se LAAO-BI induz liberacéo de citocromo ¢ nas células HK2.

> Avaliar os efeitos da LAAO-BI em rim isolado de rato.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Para o] ensaio de viabilidade: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide (MTT, (M5655, Sigma). Atividade de Ilactato
desidrogenase (Kit cytoTox96 — Promega 6179A). Analise de apoptose e necrose por
citometria de fluxo: AnnexinV/FITC Apoptosis Detection Kit BD Pharmigen (CA, USA).
No ensaio de atividade de caspase-3: substrato fluorogénico de caspase-3 (Ac-
DEVD-AFC, P-409, Biomol). Tetramethylrhodamine ethyl ester (TMRE), Fura-2AM e
2,7dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) foram obtidos de Molecular
Probes (Eugene, OR, USA). Nos experimentos de western Blot: Caspase 3 (#96615),
Caspase 7(#9492) foram obtidas de Cell Signaling, a-tubulin (#T78203) foi obtida de
Sigma-Aldrich e Bax (Sc 493) de Santa Cruz Biotechnology. Para revelar os western:
ECL Western Blotting Detection Reagents (RPN2209, GE Healthcare).

4.1.1 Obtencéo da LAAO-BI

L- aminoacido oxidase foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Marcos Hikari
Toyama da Universidade do Estado de Sao Paulo (UNESP), Campus do Litoral

Paulista, Unidade de S&ao Vicente.

4.2 Linhagens Celulares

As células utilizadas para os ensaios de citotoxicidade foram: HK2 e MDCK

As células HK2 constituem uma linhagem imortalizada proveniente do tubulo
proximal renal humano (ATCC 2290). Fenotipicamente, as células HK2 tém as
mesmas caracteristicas das células tubulares de adultos normais, como
demonstradas por uma série de testes bioquimicos. Em particular, foi mostrado que
as células HK2 mantém a borda em escova e atividades enzimaticas tipicas (acido e
fosfatase alcalina, aminopeptidase de leucina e gama glutamil transferase). Varios
estudos demonstraram que esta linhagem celular € uma ferramenta experimental

para o estudo da fisiopatologia renal bem como para mecanismos de lesdo e



41

reparacao ao nivel da célula tubular (ROMITI et al., 2008; VERZOLA et al., 2014).

As células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) constituem uma linhagem
imortalizada proveniente do tubulo renal de cadelas, com caracteristicas morfologicas
e funcionais semelhantes as células do ducto colector e/ou tabulo distal de mamiferos
e tém sido muito utilizadas na investigacdo de uma variedade de processos celulares,
incluindo o transporte epitelial e resposta celular a agentes téxicos (COLLARES-
BUZATO et al., 2002; DE MORAIS et al., 2013;)

4.2.1 Cultivo das linhagens celulares

As células HK2 e MDCK foram cultivadas em frascos plasticos, com meio
DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de penicilina (10.000
Ul/mL) e estreptomicina (10 mg/mL). As células foram mantidas em estufa a 37°C
com atmosfera de 5% de CO,, seguido da observacao do crescimento celular a cada
24 horas.

4.3 Estudo do efeito citotdxico in vitro

4.3.1 Ensaio com MTT

4.3.1.1 Principio do método

O ensaio consiste em uma analise colorimétrica que mede indiretamente a
citotoxicidade. A técnica baseia-se na capacidade da succinato desidrogenase, uma
enzima do ciclo de Krebs, ativa em mitocondrias de células viaveis, em converter o
sal de tetrazoélio (3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H ou MTT), que é soluvel em
agua e de cor amarelada em cristais de formazan, que séo de cor purpura. Os cristais
de formazan s&o solubilizados, formando um produto colorido cuja medicao da
densidade 6ptica é feita em espectrofotometro a 570 nm de absorbancia (Figura 7). A
intensidade do produto colorido formado € diretamente proporcional ao niumero de
células viaveis presentes na amostra, confirmando a capacidade redutora do sistema
sobre o MTT (MOSMANN 1983; HEINRICH et al., 2005).
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Figura 7: Esquema do ensaio do MTT. Redugdo metabdlica do Brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol a formazan (composto azul). A adi¢cdo de dimetilsulféxido (DMSO)

solubiliza os cristais de formazan e a intensidade é medida a uma longitude de onda de 570 nm.

Protocolo experimental

As células foram distribuidas em placas de 96 pocos. Decorridas 24 horas do
plagueamento, foram adicionadas aos pocos diferentes concentracées da LAAO-BI
solubilizadas em PBS. Apo6s 12 horas do tratamento, foi removido todo o meio de
cultura (100uL) e adicionou-se 20uL da solucdo do sal de tetrazolium (MTT; 5mg/mL;
Sigma) dissolvido em PBS. Apds incubacéo por 4 horas em estufa com 5% de CO; a
37°C, adicionou-se 100uL de dimetilsulfoxido (DMSO) para solubilizar os cristais de
formazan formados. Mediu-se a absorbancia a 570 nm usando o espectrofluorimetro
Wallac Victor 1420 (PerkinElmer). Os resultados da leitura se expressam como
porcentagem de morte celular das amostras tratadas comparadas com as amostras

gue receberam apenas o veiculo de diluicdo da substancia teste (PBS).

% Morte celular: [1-(Células tratadas/Células controle)*100)]

4.3.2 Ensaio de atividade da enzima Lactato desidrogenase (LDH)
4.3.2.1 Principio do método
Nos ensaios de citotoxicidade, a atividade da enzima lactato desidrogenase

tem sido utilizada como principal marcador de lise celular in vitro. Para verificarmos

se a citotoxicidade da LAAO-BI nas linhagens celulares em estudo estava associada
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a lise da membrana plasmatica, realizamos o teste de atividade da enzima lactato
desidrogenase. O teste baseia-se na reducédo de NAD a NADH pela LDH (enzima
citosdlica, liberada para o meio extracelular quando a integridade da membrana €&
afetada). Nas condi¢cdes do ensaio, a LDH catalisa a conversdo do piruvato para
lactato, enquanto o NADH é oxidado para NAD". A atividade catalitica é determinada
a partir da velocidade de desaparecimento do NADH (Figura 8). Assim, quanto maior
a liberacdo da enzima, e consequentemente a perda da integridade da membrana,
maior a atividade da enzima (CHAN; MORIWAK; DE ROSA, 2013).

~ \
~
~
Plruvato NADH

/ LDH

A +
Dano de membrana Lactato NAD

Figura 8: Esquema do ensaio de LDH: A LDH catalisa a reducao do piruvato pelo NADH, que é
convertido em lactato, transformando o NADH em NAD. A concentragdo catalitica € determinada a

partir da velocidade de extingdo do NADH, medida espectrofotometricamente em 490nm.

Protocolo experimental

As células foram distribuidas em placas de 96 pocos. Decorridas 24 horas do
plagueamento, foram adicionadas aos pocos diferentes concentragcdes de LAAO-BI.
Apds 12 horas do tratamento foi retirado 50 uL de sobrenadante, levado para outra
placa de 96 pocos e adicionado 50 pL da solucdo do substrato mix (Promega) e a
mistura foi incubada por 30 minutos protegida da luz. Triton-X 7% foi utilizado como
controle positivo de liberacdo de LDH. Mediu-se a absorbancia a 490 nm usando o
espectrofluorimetro Wallac Victor 1420 (PerkinElmer). Os valores de citotoxicidade
foram calculados utilizando os resultados do controle negativo como liberagéo basal
de LDH, e os resultados do controle positivo, como 100% de liberacdo da enzima.
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4.4 Deteccdo de células apoptéticas e necroticas por marcagdo com

Anexina V/lodeto de propideo.
4.4.1 Principio do método

Este método baseia-se na deteccdo da fosfatidilserina (PS), que nas células
apoptoticas se transloca do interior ao exterior da membrana plasmatica. A anexina V
€ uma proteina anticoagulante vascular que possui uma grande afinidade pela
fosfatidilserina. A anexina V pode ser conjugada com flu6rocromos, permitindo a
identificacdo das células apoptéticas através de sua ligacdo a fosfatidilserina na
superficie celular. No entanto, a anexina V também é capaz de se ligar a PS no
interior das células que ndo apresentam sua membrana plasmatica intacta,
consideradas como necréticas (ENGELAND et al., 1998). Portanto, junto com a
anexina, simultaneamente as células sédo incubadas com iodeto de propideo (IP) um
marcador que se internaliza somente nas células mortas que nao possuem a
membrana intacta e se intercala no DNA emitindo fluorescéncia (Figura 9). Este
ensaio permite distinguir entre células viaveis (Anexina-/IP-), em apoptose
(Anexina+/IP-), em apoptose tardia/necrose secundaria (Anexina+/IP+) e em necrose

(Anexina-/IP+).
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Figura 9: Esquema do ensaio de marcacdo com Anexina V/IP: A anexina V tem uma grande
afinidade por fosfatidilserina, tal caracteristica pode ser utilizada para identificar células apoptéticas.
Células viaveis excluem o iodeto de propideo (IP) da interagdo com a membrana, enquanto que a
membrana de células mortas ou danificadas pode ser penetrada pelo IP. Células que séo positivas

para FITC-Anexina V e negativas para IP estdo no estagio precoce da apoptose. Células que sdo
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positivas para FITC-Anexina V e IP estdo no final do estagio de apoptose, em estagio de necrose ou

estdo completamente mortas. Células que sédo negativas para FITC-Anexina V e IP estdo viaveis

Protocolo experimental

Para este ensaio as células foram plaqueadas em placas de 12 pocos. Apés
12 horas do tratamento com diferentes concentracdes de LAAO-BI, o meio de cultura
foi coletado e as células aderidas a placa foram lavadas com PBS e tripsinizadas, e
procedeu-se a marcacao seguindo as instrucdes do fabricante Kit BD Pharmigen.
Resumidamente, o “pellet” obtido apds as lavagens e centrifugacao foi ressuspendido
em 100uL de tampéo de ligacdo. Posteriormente, adicionou-se 5uL de AnnV e 5ul de
IP e os tubos foram incubados durante 15 minutos a temperatura ambiente protegidos
da luz, apGs este periodo adicionou-se 400 pL do tampéao de ligacéo. Por ultimo, os
resultados foram analisados por citometria de fluxo (Cytomics FC de Beckman
Coulter). A emissao de luz de excitacdo realizou-se a 488 nm com um laser de
argonio. O sinal de AnnV-FITC (fluorescéncia verde) detectou-se a 518 nm e o sinal
do IP (fluorescéncia vermelha) a 620nm. Os dados foram analisados utilizando o

programa WinMDI 2.9.

4.5 Medida do potencial de membrana mitocondrial (AWYm)

4.5.1 Principio do método

Essa técnica baseia-se na capacidade de um corante fluorescente especifico,
se ligar diretamente as mitocondrias de células viaveis. A tetrametilrodamina (TMRE)
€ um indicador catibnico que se acumula preferencialmente em mitocondrias
energizadas e tem sido amplamente utilizada como corante fluorescente de
mitocondrias. Ao utilizar TMRE é possivel acompanhar a dissipacdo do potencial de
membrana mitocondrial (AYm) indicada pela perda do corante acumulado na
mitocondria para o citosol, bem como é possivel verificar aumentos no AWm indicado
pelo aumento na fluorescéncia na organela (MITRA; LINPPINCOTT, 2010). O sinal do
TMRE é calibrado usando Carbonilcianeto-p-tri fluorometoxifenilhidrazona (FCCP) no
final do experimento. Antes de iniciar o experimento, a estabilidade de fluorescéncia

deve ser verificada através da aquisicdo de algumas imagens, até que uma base
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estavel seja alcancada. Quando uma base estavel ndo foi obtida, devido a

photobleashing ou efeitos de fotodinamica, as células foram descartadas.

Protocolo experimental:

Microscopia de fluorescéncia: Para avaliar os efeitos da LAAO-BI (50 ug / mL)
no AWm, as células foram plaqueadas em laminas e incubadas com TMRE (25 nM,
15 min a 37 °C). Antes da adicdo de LAAO-BI, as células foram expostas a luz
durante pelo menos 5 minutos para assegurar uma linha de base estavel. A
fluorescéncia do TMRE (548 nm de excitagcdo e 585 nm de emissao) foi adquirida
usando um microscépio de fluorescéncia de alta resolucdo (Nikon TE 300, Nikon,
Osaka, Japdo) acoplado a uma camera CCD (CoolSnap-Roper Scientific Inc.,
Princeton Instruments, Princeton, NJ, EUA). As imagens foram adquiridas por
software BiolP (Anderson Eng., EUA).

Citometria de fluxo: Apds 12 horas do tratamento com LAAO-BI, as células
MDCK foram recolhidas e colocadas em frascos do citbmetro, centrifugadas e o
preciptado ressuspenso em 200uL PBS contendo o TMRE na concentracdo de 50
nM. Apés 30 minutos de incubacdo com TMRE, as amostras foram analisadas em

citbmetro de fluxo.
4.6 Medidas da variacédo do Ca* intracelular
4.6.1 Principio do método

Os experimentos para verificar as alteracdes dos niveis intracelulares de Ca*
foram realizados com o marcador fluorescente de Ca®*, Fura-2-AM. O Fura-2-AM é
um indicador de Ca®* permeante & membrana plasmatica, devido & sua porcédo
acetoximetil éster (AM). Uma vez dentro das células, este indicador que na forma AM
é insensivel a ions é hidrolizado por esterases intracelulares liberando o indicador
polianico do grupamento AM, tornando-se assim sensivel a ions. A excitacdo do Fura-
2-AM foi realizada continuamente em dois comprimentos de onda, 340 nm e 380 nm,
sendo a emissao da fluorescéncia coletada no comprimento de onda de 505 nm
(Figura 10). Quando o Fura-2-AM esta ligado ao Ca?*, a fluorescéncia em 340 nm

aumenta, enquanto que a fluorescéncia em 380 nm diminui. Desta maneira, a razao
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340/380 nm corresponde as variagfes de calcio citosodlico (SMAILI et al., 2008). Os
valores em porcentagem sdo expressos como a razao (340/380), normalizado da
fluorescéncia basal e os dados foram normalizados pela férmula (F — FO)/FO x 100,

no qual FO representa os niveis basais de Ca**
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Figura 10: Esquema da medida de variacdo de Ca” intracelular: O Fura-2-AM é um indicador
de ca® permeante & membrana plasmatica, devido a sua porcao acetoximetil éster (AM). Quando o
Fura-2-AM esté ligado ao Ca”", a fluorescéncia em 340 nm aumenta, enquanto que a fluorescéncia em

380 nm diminui. Desta maneira, a razao 340/380 nm corresponde as variagdes de calcio citosolico

Protocolo experimental

As células MDCK foram plaqueadas em placas de Petri contendo laminulas
(coverslips) redondas de 25 mm de diametro, previamente lavadas com agua
destilada, autoclavadas e deixadas por 30 minutos sob luz UV. Apds 24 horas do
plagueamento as células foram lavadas com tampao para fluorescéncia (em mM:
NaCl 130; KCI 5,36; MgS0O4 1; Na2HPO4 1; CaCl2 1,5; NaHCO3 2,5; Albumina 1,5;
Glicose 25 e HEPES 20) e incubadas com Fura-2AM (3 pM) por 30 minutos e
protegidos da luz a temperatura ambiente em tamp&o de fluorescéncia. Transcorrido
o tempo de incubacdo, as células foram lavadas com o mesmo tampao para
fluorescéncia e a laminula foi encaixada na camara de Leiden, a qual foi adicionado
1,0 mL de tampd&o. No microscopio a camara foi inserida no sistema com controle de
temperatura, de forma que os experimentos foram realizados com as células
mantidas a 37 °C. Durante os primeiros 2 minutos de cada experimento,

correspondentes a 20 imagens, ndo foi dado qualquer estimulo, para que fosse obtida
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uma linha de base. Apos as 20 primeiras imagens foi adicionado a LAAO-BI
(50pg/mL). Os experimentos foram desenvolvidos com numeros de imagens
variados, intervalo de 6 segundos entre as imagens e 100 milisegundos de tempo de
exposicao das células a luz fluorescente. Foi usada a objetiva de 40x e resolucao de
2 bins. Em alguns experimentos foi feito o estudo da LAAO-Bl na presenca de
diferentes antagonistas que foram incubados por diferentes periodos antes do inicio
dos experimentos. Para tanto, foram utilizados: tapsigargina, rianodina e 2-APB.

A tapsigargina, que inibe a atividade da SERCA presente no RE, foi incubada
na concentracao de 2 uM em laminulas por 20 minutos a temperatura ambiente.

A rianodina, que inibe a atividade do receptor de rianodina (RyR) presente no
reticulo endoplasmatico, foi incubada na concentracdo de 20 uM em laminulas por 20
minutos a temperatura ambiente em tampé&o de fluorescéncia.

O 2-APB, antagonista do receptor de IP3 (IP3R) presente no reticulo
endoplasmatico, foi incubado na concentracdo de 100 pM em laminulas por 10
minutos a temperatura ambiente em tampéao fluorescéncia.

ApOs esse tempo de incubacao, as laminulas foram adaptadas ao microscopio.
Para cada antagonista foi feita, primeiramente, a medida da razdo de fluorescéncia
por estimulo Unico das células sem adicdo da LAAO-BI para, assim, verificar o efeito
de cada antagonista sobre as células, e em seguida foi adicionada a LAAO na

concentracéo de 50ug/mL.

4.7 Geracao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)

4.7.1 Principio do método

As espécies reativas de oxigénio (EROS) geradas intracelularmente foram
avaliadas utilizando 2,7-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA), o qual se
difunde através das membranas celulares e é facilmente hidrolisado por esterases
intracelulares para formar o DCFH (ndo fluorescente), que depois é rapidamente
oxidado ao DCF (2'7’- diclorohidrofluoresceina), altamente fluorescente, por uma
ampla diversidade de EROS. A intensidade de fluorescéncia do DCF € proporcional a

guantidade de EROs formadas intracelularmente (TOR et al., 2015).
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Protocolo experimental

As células MDCK foram distribuidas em placas de 24 pocos e incubadas com
LAAO- BI (50 pg/mL) por 12 h. Apoés este periodo foram recolhidas e colocadas em
frascos de citbmetro, centrifugadas e o precipitado ressuspenso em 200uL de PBS
contendo o DCFH na concentracdo de 5uM por 30 minutos a 37°C. Tert-Butyl
hidroperoxido (t-BHP, 5 uM) foi utilizada como controle positivo. Os resultados foram
analisados utilizando citometria de fluxo com comprimento de onda de excitacao e

emissao de 490 e 530 nm, respectivamente.

4.8 Ensaio de ativacao da caspase 3e 7

4.8.1 Principio do método

Para a determinacdo da atividade da caspase 3/-7 utilizamos um ensaio
fluorimétrico (FEARNHEAD, 2001). As caspases sao cisteina-proteases
caracterizadas por apresentar um residuo de cisteina que atua na ruptura de outras
proteinas em um residuo de aspartato. Neste ensaio, a caspase - 3/-7 proveniente do
lisado celular hidroliza o substrato Acetil-Asp-Glu-Val-Asp- 7-amino-trifluorometil-
coumarina (Ac-DEVD-AFC), liberando o AFC, que é um marcador fluorogénico. A
liberacdo do AFC em funcdo do tempo nos permite avaliar a atividade da caspase -3/-

7 em cada amostra.

Protocolo experimental

Para realizar este ensaio as células foram plaqueadas em placas de 6 pocos.
Apoés 24 horas, foram tratadas com LAAO-BI. Depois de 12 horas de tratamento, as
células foram descoladas da placa pela adicdo de 5 mM de EDTA/PBS. O precipitado
celular foi lavado com PBS frio, resuspendido com 30 yL de tamp&o de extragao (50
mM PIPES pH 7.0, 50 mM KCI, 5 mM EGTA, 2 mM MgCl,), e incubado durante 5
minutos no gelo. Este tampao hipoténico permite liberar o conteddo citosolico sem
romper completamente as células. Apés esta incubacao, realizaram-se 3 rondas de
congelamento/descongelamento em nitrogénio liquido/agua fria, com agitagdo em um

vibromixer depois de cada ronda. Apds centrifugar a 13.200 rpm durante 7 minutos a
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4°C, o extrato citosélico (sobrenadante) foi recolhido. Foi quantificada a concentracao
protéica total do sobrenadante mediante o método colorimétrico do &cido
bicinconinico (BCA, Pierce BCA Protein Assay Kit) de acordo com as instru¢des do
fabricante. Como proteina padrdo utilizaram-se concentragcdes conhecidas de
albumina sérica bovina (BSA). Em placas de 96 pocos de fundo plano negro,
adicionou-se 40 ug de proteina, completando com tampao de extracdo até alcancar
um volume final de 30 pL. Adicionou-se 200 uL de 2 yL/mL de Ac- DEVD-AFC diluido
em 10% glicerol em PBS com 2mM de DTT. Analisou-se a liberacdo de AFC, usando
o espectrofluorimetro Wallac Victor 1420; utilizando longitudes de onda de
excitacdo/emissdo de 390/510 nm, em um ensaio cinético que se avaliou durante 1
hora a 37°C.

4.9 Anélise de proteinas por western blott

4.9.1 Extratos proteicos totais

Depois de 12 horas de tratamento, as células MDCK e HK2 foram
despregadas da placa mediante tratamento com tripsina e apds centrifugacdo o
sedimento celular foi lavado com PBS frio e resuspenso em solucéo de lise (25mM de
TrisHCI, 1mM de EDTA, 1mM de EGTA, 1% de SDS, 10 pg/mL leupeptina, 100 uM
fluoreto de fenilmetilsulfonio PMSF e 10 ug/ml de pepstatina A). Os extratos foram
incubados durante 10 minutos no gelo e a 95°C durante 5 minutos. Posteriormente,
foram centrifugados a 13.000 rpm durante 10 minutos para eliminar restos celulares.
O sobrenadante desta centrifugagéo representa o extrato proteico. A concentragéo de

proteina total foi determinada mediante o método colorimétrico de BCA.

4.9.2 Eletroforese das proteinas em SDS-PAGE

Os extratos proteicos obtidos na solucdo de lise (80 ug de proteina) foram
suspendidos em tampéao de carga (60 mM de Tris, 10% de glicerol, 2% de SDS, 5%
de 2-mercaptoetanol e 1 mL de 1% de azul de bromofenol, pH 6,8), aquecidos
durante 5 minutos a 95°C, e por ultimo foram centrifugados a 13.000 rpm durante 1

minuto.
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As proteinas foram separadas mediante eletroforese em géis de poliacrilamida
(SDS-PAGE, 10-12%), utilizando o sistema de eletroforese vertical (Mini Protean-3,
Bio-Rad Laboratories) e um tampéo formado por 25 mM de Tris, 200 mM de glicina e
0,1% de SDS. Utilizou-se um marcador de peso molecular (Spectra Multicolor Broad

Range Protein Ladder, Fermentas).

4.9.3 Imunodeteccao de proteinas (Western blot)

As proteinas separadas nos geéis de SDS-PAGE foram transferidas
eletroforeticamente a membranas de nitrocelulose (Nitrocellulose Membranes, 0.45
pm, Bio-Rad) utilizando o sistema Mini-Transblot (Bio-Rad). O tampao de
transferéncia é composto por 25 mM de Tris, 192 mM glicina e 20% de metanol. As
membranas foram bloqueadas durante 1 hora com 5% de leite em TBS-T (Tris-
Buffered Saline) composto por 20 mM de Tris, 500 mM de NaCl, 0,1% de Tween-20).
A incubacdo das membranas com o anticorpo primario realizou-se com a solucéo de
bloqueio a 4°C durante toda a noite. ApGs lavar as membranas 3 vezes com TBS-T,
foram incubadas com o correspondente anticorpo secundario conjugado a peroxidase
em solucdo de bloqueio durante 1 hora a temperatura ambiente. Depois de lavar 3
vezes com TBS-T, revelou-se o Western blot mediante ECL seguindo as instru¢des
do fabricante (ECL Western Blotting Detection Reagents), e as membranas foram
expostas a uma pelicula Amersham Hyperfim ECL (GE Healthcare). Os anticorpos
utilizados foram anti-caspase 3 (#96615), anti-caspase 7 (#9492) e anti-Bax (Sc 493).
As amostras foram também incubadas com anticorpo anti- a-tubulina (#78203) para

quantificacdo. Os filmes foram digitalizados e analisados densitometricamente.

4.10 Ensaio de liberagcdo de citocromo ¢

4.10.1 Principio do método

O citocromo ¢ € uma proteina que se encontra normalmente associada a
membrana mitocondrial interna e no espaco intermembrana mitocondrial, participando
no transporte de elétrons durante a respiracdo mitocondrial. No entanto, na presenca
de determinados sinais pro-apoptoéticos, o citocromo ¢ € liberado para o espaco

citosdlico onde interage com outras proteinas, desencadeando o processo de
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apoptose (JEONG et al., 2015). Por tanto, a aparicdo do citocromo ¢ no citoplasma é
considerada como marcador apoptoético, indicando também uma participacédo

mitocondrial no processo.

Protocolo experimental

As células HK2 foram plaqueadas em placas de 6 poc¢os contendo laminulas
(coverslips), previamente lavadas com agua destilada e autoclavadas. Apos 24 horas,
foram tratadas com LAAO-BI (50 e 25 pug/mL). Apds 6 horas de tratamento, as células
foram lavadas com PBS e posteriormente fixadas com 4% de paraformaldeido,
permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100, e bloqueadas com gelatina a 2% em
PBS. As células foram marcadas com um anticorpo primario contra Citocromo c¢
(SC13561; Santa Cruz), seguido de anti-IgG de rato conjugado com FITC (Jackson
ImmunoResearch). As imagens foram obtidas usando o microscépio Leica DM 6000
(cAmera Leica DC500) com uma objetiva de 20X. As células foram classificadas de
acordo com a localizacdo de Citocromo c, na mitocéndria (morfologia tubular) ou no

citosol (padréo difuso).

4.11 Perfusao de rim isolado

4.11.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 250 e 300g, obtidos do
Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do
Ceara. Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno, climatizados
entre 22 + 0,5°C, luminosidade (12 horas de ciclo claro/escuro), umidade e circulacéo
de ar controlados, recebendo ragao padrao (Biotec®) e agua “ad libitum”. Os mesmos
foram mantidos em jejum cerca de 8 a 12 horas antes dos experimentos de perfuséao

renal apenas com agua “ad libitum”.

4.11.2 Sistema utilizado

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da funcéao renal

levou inimeros pesquisadores a desenvolverem a técnica de perfusdo de rim isolado.
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O nosso sistema consiste na perfusao de rim isolado com recirculacéo (Fonteles et
al., 1983) com dois subsistemas, um in situ e outro em circuito fechado, para perfusao
in vitro, mantidos ambos a mesma temperatura de 37 °C (Figura 11 e 12). Este
sistema apresenta a vantagem da manutencdo constante de parametros funcionais
renais com utilizacdo de albumina na solugao perfusora, em menor volume, mantendo

constantes as substancias dialisaveis com oxigenacao adaptada ao proprio sistema.

Figura 11: Foto do sistema de perfus&o de rim isolado. (Fonte: LAFAVET — UFC)
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Figura 12 : Desenho esquematico do sistema de perfuséo de rim isolado. (Fonte: LAFAVET —UFC).

4.11.2.1 Calibracao do sistema

O sistema foi calibrado sempre antes do inicio dos experimentos com uma
solucdo de cloreto de sodio a 0,9% mantida a 37°C. Foi avaliado em cada uma das

bombas (1,2,3,4,5) a presséo de perfusédo (PP) em mmHg, o fluxo urinério (L/min) e o
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volume de urina coletado em um minuto (mL/min). Para uma melhor adaptacéo do

sistema as unidades, a coleta de dados foi realizada em intervalos de 2 minutos. As

figuras 13, 14 e 15 mostram que o sistema manteve-se constante em todos 0s grupos

experimentais.
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Figura 13: Valores de presséo de perfuséo (PP) registrados durante a calibracéo do sistema (n = 6).
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Figura 14: Valores registrados pelo fluxdmetro (L/min) durante a calibracéo do sistema (n=6).
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Figura 15: Valores de volume urinario (mL/min) registrados durante a calibragdo do sistema (n = 6).

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada, concentrada 20 vezes, continha
NaCl = 138g; KCI = 7g; NaH2P04.H20 = 3,2g; MgS04.7H20 = 5,8g e Ureia = 10g.
Quarenta e oito horas antes dos experimentos, 100 mL desta solugdo foram
separados e acrescidos de NaHCO3 = 4,2g; CaCl2.2H20 = 0,74g; glicose = 2g e
penicilina G potassica cristalina = 0,05g. Em seguida, o volume foi completado para
2000 mL com agua bidestilada. Foram retirados 300 mL desta solucdo, volume ao
qual se adicionou albumina bovina (6g%). Esta solucao final foi dializada com a
albumina, auxiliada por um homogeneizador. A dialise teve como objetivo retirar
substancias contaminantes como piruvatos, citratos e lactatos (COHEN; KOOK;
LITTLE, 1977; ROSS, 1978).

A solucéo de Krebs-Henseleit modificada para dialise foi trocada com 24 horas.
No final, apés 48 horas de didlise, a solucdo perfusora foi acrescida com 0,15g de

inulina. O pH da solucéo perfusora foi ainda ajustado entre os valores de 7,3 a 7,4.

Protocolo experimental

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico na dose de 50mg/Kg
de peso corporal. As cirurgias foram realizadas segundo o método descrito por
BALHLAMANN, GIEBISCH e OCHWADT (1967), ROSS (1978). Inicialmente, a veia
femoral foi isolada e manitol (100mg/mL-3mL) foi administrado a fim de facilitar a

visualizagéo e a fixagdo da canula ao ureter.
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Apés assepsia da parede abdominal, procedeu-se uma incisdo mediana e
duas incisbes perpendiculares a linha alba para uma melhor observacdo das
estruturas anatdbmicas. Com uma lupa o ureter foi identificado, dissecado e canulado
com um tubo de polietileno PE-30. A artéria renal foi isolada e canulada através da
artéria mesentérica superior. Durante o procedimento cirirgico, uma parte da solucéo
ja oxigenada (40 mL) foi desviada para o sistema de perfusao in situ, para perfundir o
rim ainda in vivo, evitando qualquer isquemia ao 6rgédo. Finalmente, o rim foi
transportado para o sistema de perfusao in vitro, sem a interrupcao do fluxo (figura

16).

Figura 16: Fotografia do rim de rato isolado no sistema de perfuséo.
(Fonte: LAFAVET —-UFC).

Os experimentos foram iniciados ap0s a estabilizacdo e adaptagéo do 6rgéo as
novas condi¢Bes. Os 30 min iniciais foram utilizados como controle interno. A cada
cinco minutos foram registrados a pressao de perfusdo e o fluxo de perfusdo em
mandémetro e fluxdmetro, respectivamente, em um periodo total de 120 min. Amostras
do perfusato e da urina foram coletadas a cada dez minutos e depois congeladas a
-20 °C para posterior dosagem de sodio, potassio, cloreto, inulina e osmolaridade,
importantes na determinacdo dos seguintes parametros de funcéo renal: pressao de
perfusdo (PP), resisténcia vascular renal (RVR), ritmo de filtracdo glomerular (RFG),
fluxo urinario (FU) e transporte tubular de sédio (%TNa"), potassio (%TK") e cloreto
(%TCI).
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4.11.3 Analises bioguimicas

Nas amostras de urina e perfusato foram realizadas dosagens de sodio,
potéssio e cloreto utilizando aparelho de ions eletrodos seletivos (RapidChem 744 —
Bayer® diagnostica). A inulina do perfusato e da urina foi determinada por hidrélise
direta, conforme Walser, Davidson e Orloff (1955) e Fonteles et al. (1983) com
modificacdes que reduziram as quantidades de amostras e reagentes utilizados. Para
tanto, foram realizadas leituras fotométricas em espectrofotbmetro e a osmolaridade
determinada através de osmémetro (Vapor pressure osmometer — modelo 5520
ESCOR).

4.11.4 Célculo dos parametros funcionais renais

O quadro 1 apresenta as formulas utilizadas para determinacéo de parametros
funcionais renais (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978).

Quadro 1 : Férmulas utilizadas para determinacao dos parametros renais

Parametros renais Formula
1. PP (mmHg)- Presséo de Perfusédo Leitura em mandmetro
2. FU (mL.g™ . min™) — Fluxo Urinario FU = Peso do volume urinario/ peso do rim

esquerdo x 10

3. RFG (mL .g*. min® ) — Ritmo de Filtragdo RFG = (DOUin / DOPin x FU) sendo DOUin

Glomerular densidade 6tica da inulina na urina e DOPIn

densidade o6tica da inulina no perfusato.

4. FPR (mL .g™". min™) — Fluxo de perfusdo renal  Registrado a cada 10 min/peso do rim/intervalo

de tempo
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5. RVR (mmHg/mL .g~. min®) — Resisténcia RVR = PP (mmHg) / FPR

vascular renal.

6. FNa" (uEq.g™ . min™) — Sédio filtrado FNa" = RFG x PNa"

7. ENa’ (UEq.g™ . min™) — Sédio excretado ENa’" = FU x UNa"

8. TNa" (uEg.g™ . min™) - Sédio transportado TNa' =FNa' - ENa"

9. %TNa" - Percentual de sédio transportado %TNa" = TNa" x 100/ FNa"
10. FKa" (uEq.g™ . min™) — Potassio filtrado FKa" = RFG x PKa"

11. EK" (MEg.g™" . min™ ) — Potassio excretado EK* = FU x UKa"

12. TK* (UEq.g™ . min™) — Potassio transportado ~ TK* = FK* - EK"

13. %TK" - Percentual de potassio transportado %TK" = TK" x 100/ FK*

14. TCI" (uEg.g™ . min™) — Cloreto transportado TClI" =FCI - ECI

15. %TCI - Percentual de cloreto transportado %TClI" =TCI x 100/ FCI
16. FCI" (uEq.g™ . min™) — Cloreto filtrado FCI'= RFG x PCI
17. ECI  (uEg.g™ . min™ ) — Cloreto excretado ECI = FU x UCI

4.12 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média e
submetidos a analise estatistica através da andlise de varidncia Anova de uma via,
seguido do pos-teste de Dunnett para comparacdes com experimento controle,
Bonferroni para comparacdes entre pares de grupos. Valores de p menores que 0,05

(p < 0,05) foram considerados estatisticamente significativos.




59

4.13 Comité de Etica

Todos 0s nossos experimentos que foram utilizados animais foram feitos de
acordo com as recomendacdes do Comité de Etica em Pesquisa com Animais
(CEPA) da Universidade Federal do Ceara (numero de protocolo 79/08).
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito da LAAO-BI sobre ainducédo de morte nas células tubulares
renais (MDCK e HK2).

A citotoxicidade da LAAO-BI foi avaliada em células tubulares renais (MDCK e
HK2) apds 12 horas de exposicao a diferentes concentracdes da toxina através do
teste do MTT. Como mostrado na Fig. 17, LAAO-BI induziu significativa morte celular

de maneira concentracao dependente (p<0.05) em ambas as linhagens celulares.
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Figura 17: Efeito da LAAO-BI sobre a viabilidade de células tubulares renais ensaio com MTT.
As células foram tratadas com diferentes concentracbes de LAAO-BI por 12 h. Os resultados se
expressam como porcentagem de morte celular das amostras tratadas comparadas com as amostras
controle. Valores foram dados como média + EPM de trés experimentos independentes. * p <0,05
comparado ao grupo controle (teste Anova One-way, seguido do pos-teste de Dunnett).

5.2 Efeito da LAAO-BI sobre a liberagéo da enzima lactato desidrogenase
(LDH).

Para avaliar se a morte celular por necrose esta implicada na diminui¢cdo da

viabilidade celular, o sobrenadante de cultivo dos pocos tratados com LAAO-BI foi
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removido para determinagdo dos niveis de LDH, uma enzima citoplasmatica
presente em todas as células e liberada quando a integridade da membrana é
rompida. Como podemos observar na figura 18, nas células MDCK né&o foi
observado liberagdo de LDH apés 12 horas de tratamento com LAAO-BI (Fig 18a).
LAAO-BI induziu ruptura da membrana nas células HK2 nas maiores concentracdes

estudadas (50 e 25 pg/mL) em relacéo ao controle nao tratado (Fig 18b).
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Figura 18: Efeito da LAAO-BlI sobre a liberacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH).
Liberacdo percentual da enzima lactato desidrogenase (LDH) nas células MDCK (a) e HK2 (b)
induzidas pelo tratamento com LAAO-BI por 12 horas. Valores foram dados como média + EPM de
trés experimentos independentes. * p <0,05 comparado ao grupo controle (teste Anova One-way,
seguido do pos-teste de Dunnett).

5.3 Andlise do tipo de morte celular por citometria de fluxo

Com o objetivo de identificar as modalidades de morte celular envolvidas nos
nossos resultados, analisamos diferentes marcadores de apoptose e necrose. A
exposicdo da fosfatidilserina (PS) no folheto exterior da membrana plasmatica é
geralmente considerada uma caracteristica de apoptose. Assim, a coloracdo de
células com FITC anexina V, que se liga a PS, é considerada um marcador de
apoptose precoce. O iodeto de propidio (IP) € um agente de intercalagdo do DNA
gue pode ser incorporado nas células apenas depois de grandes danos da

membrana celular (IP). Assim, a coloracéo de anexina V/IP foi utilizada para detectar
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células apoptoticas / necroéticas apos tratamento com LAAO-BI. Nas células MDCK,
LAAO-BI significativamente aumentou a porcentagem de células em apoptose
(Anexina-V", IP"), necrose (Anexina-V', IP*) e necrose secundaria (Annexin-V*, IP )
guando comparado ao grupo controle sem tratamento (Fig. 19a). Nas células HK-2,
corroborando com os dados obtidos da liberacdo de LDH, Anexina-V- IP demonstrou
um aumento na porcentagem de células em necrose (células IP *) e em necrose
secundaria (Annexin-V*, IP *) de maneira concentracdo dependente (Fig. 19b). O
tratamento com estaurosporina (1 pg/mL) e doxorubicina (10 pM) por 12 horas foi

usado como controle positivo.
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Figura 19: Anédlise do tipo de morte celular por citometria de fluxo: Quantificagdo do tipo de
morte celular (Apoptose/Necrose) utilizando marcagdo de fluorescéncia com Anexina V e lodeto de
Propideo (IP) nas células MDCK (a) e HK2 (b) expostas a diferentes concentracdes de LAAO-BI por
um periodo de 12h. Cinco mil eventos foram considerados em cada experimento. Estaurosporina
(1pg/mL) e Doxorrubicina (10pM) foram usadas como controle positivo. Valores foram dados como
média + EPM de trés experimentos independentes. * p <0,05 comparado ao grupo controle (teste
Anova One-way, seguido do poés-teste de Dunnett).

5.4 Efeito da LAAO-BI sobre o potencial de membrana mitocondrial nas
células MDCK

Para verificar o efeito de LAAO-Bl sobre o potencial de membrana
mitocondrial (AWm), a intensidade de fluorescéncia do tetrametilrodamina etil ester
(TMRE) foi mensurado, o qual indicou o AWm usando experimentos em tempo real
(50 pg/mL, 30 min) ou citometria de fluxo (50 pug/mL, 12h). Foi demonstrado apés
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tratamento com LAAO-BI (15 min) que o sinal de fluorescéncia das células MDCK
aumentou rapidamente (hiperpolarizagéo) (Fig 20a). Os dados foram confirmados
por citometria de fluxo, LAAO-BI induziu um aumento na fluorescéncia do TMRE
indicando que o AWm também aumentou quando as células MDCK foram expostas a
LAAO-BI (50 pug/mL) por 12 horas (Fig 20b). Para testar a sensibilidade do TMRE,
FCCP, um desacoplador da fosforilacdo oxidativa, foi adicionado as células com
TMRE. Apés adicdo de FCCP, a fluorescéncia do TMRE diminuiu imediatamente

indicando despolarizacdo mitocondrial (30 Min).
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Figura 20: Medida do AWm nas células MDCK: As células MDCK foram marcadas com TMRE 50
nM por 15 min, 37 °C, antes e apés a adicdo de LAAO-BI (a) A aquisicdo das imagens foi feita em
microscépio confocal. 0 min : Células marcadas com TMRE- 15 min : apds a exposi¢cdo com LAAO-BI
que mostra o aumento do A¥Ym nas células MDCK em relagdo aos niveis basais. 30 min: Células
foram tratadas com o desacoplador FCCP (5 uM) usado como controlo positivo (b) histogramas
representativos obtidos a partir de células MDCK marcadas com TMRE, expostas a LAAO-BI (50
ug/mL) e analisadas por citometria de fluxo.



65

5.5 Efeito da LAAO-BI na mobilizagcdo de calcio citosélico nas células
MDCK.

Nosso proximo objetivo foi avaliar a mobilizacdo de calcio citosolico induzida
por LAAO-BI nas células MDCK. Para tanto, as células foram incubadas com o
indicador de célcio citosolico Fura-2 AM. A aquisi¢cdo das imagens foi feita em tempo
e espaco reais, por meio de um microscopio de fluorescéncia Nikon TE300 (Nikon
Osaka, Japdo) acoplado a uma camera digital CoolSnap (Roper Sci, Princeton
Instruments, USA), de alta resolucdo com sistema de resfriamento para diminuicao
de ruidos e aumento da resolucdo. Podemos observar na figura 21 que LAAO-BI
(50pg/mL) induziu um aumento significativo de Ca®* citosélico. Como o reticulo
endoplasmatico (RE) é a principal organela responsavel pela liberacdo de calcio
citosolico, pré tratamos as células com tapsigargina (2 uM), que inibe a atividade da
SERCA presente no RE, e avaliamos a resposta de LAAO-BI (50ug/mL).
Notavelmente, a mobilizacdo de Ca** por LAAO-BI foi diminuida nesta condigcéo
devido a inibicdo da bomba de calcio do reticulo (SERCA). Para definir o mecanismo
que LAAO-BI promove a liberacdo de Ca*" a partir do reticulo, e elucidar o possivel
envolvimento dos canais de Ca®" nessas respostas, as células MDCK foram pré
tratadas com diferentes inibidores dos canais de Ca”** do reticulo, tais como
rianodina (20 pM, 20 min) e 2-APB (100 uM, 10 min), que inibem a liberacéo de Ca?*
do receptor de rianodina e IP3, respectivamente. Os nossos resultados mostraram
gue rianodina e 2-APB foram capazes de diminuir a resposta de LAAO-Bl na
mobilizacdo de Ca®*" do reticulo, sugerindo uma regulacdo desses canais na
mobilizagdo de calcio intracelular induzida por LAAO-BI. Os valores médios do
aumento de Ca*" citosolico, obtidos a partir destes experimentos, estdo graficamente
representados na figura 21. Os resultados representam a média de pelo menos trés

experimentos, com numero de células variado.
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Figura 21: Efeito da LAAO-BI na mobilizag@o de céalcio citosélico nas células MDCK: Gréfico de
colunas representando os efeitos maximos do aumento de Ca*" citosélico em relagdo ao basal
(considerado como valor zero), nas células MDCK. As células MDCK foram carregadas com Fura-2
AM e as respostas méaximas de célcio promovidas pela adi¢cdo de LAAO-BI (50 pg/mL) na presenca
de diferentes antagonistas: tapsigargina (TAP, 2 yM, 20 min), 2-APB (100 yM, 10 min) e rianodina (
20 uM, 20 min). * representa as diferencas entre LAAO x (TAP+LAAO, 2APB+LAAOQ). Diferenga
considerada quando p < 0,05 (one-way ANOVA; pds-teste: Tukey).

5.6 Estresse oxidativo induzido por LAAO-BI nas células MDCK

Para investigar o possivel envolvimento da producédo de EROS no mecanismo
de citotoxicidade de LAAO-BI, analisamos os niveis de EROS nas células MDCK
apos exposicdo a LAAO-BI (50ug/mL). Para este efeito, as células foram marcadas
com diacetato de 7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA) um marcador nao-fluorescente
de células-permeéaveis que se transforma em altamente fluorescente 2'.7'-
diclorofluoresceina apds oxidacéo. As alteracdes na fluorescéncia foram analisadas
por citometria de fluxo. LAAO-BI induziu um aumento dos niveis de EROS
intracelulares observado através da mudanga significativa do pico (mudanca na
intensidade de fluorescéncia relativa), quando comparado com o grupo controle sem
tratamento (Fig. 22a). O agente oxidante tercbutilhidroperoxido- (t-BHP) foi usado
como controle positivo. Para melhor avaliar o papel do aumento do célcio e do
estresse oxidativo na sinalizacdo da apoptose induzida por LAAO-BI, as células
MDCK foram pré tratadas com BAPTA-AM (20 uM, 30 min), um quelante de Ca*, e
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catalase (100 pg/mL, 30 min) que bloqueia a acdo do peroxido. Nossos resultados
mostraram que apoptose induzida por LAAO-BI nas células MDCK néo foi revertida
quando blogueamos a acdo do Ca** citosélico. Por outro lado, ao bloquear a a¢do do
peréxido de hidrogénio, houve uma reducéo significativa na apoptose induzida por
LAAO-BI, confirmando a importancia da producdo de EROS na sinalizacdo da
apoptose induzida por LAAO-BI (Fig. 22b)

a N
. Controle

[ LAA050pgimL

Eventos

Intensidade de fuorescéncia DCF (FL-1)

25-

% Apoptose

Figura 22: Determinacdo do aumento intracelular de EROS nas células MDCK: (a) As células
MDCK foram tratadas com LAAO-BI (50 ug / mL) durante 12h e foram incubas com DCFH-DA (5 pM,
30 min a 37°C), em seguida, examinadas por citometria de fluxo. Geracdo de ROS foi expressa como
uma proporcao da intensidade de fluorescéncia relativa em comparacdo com o grupo controle. Foi
utilizado t-BHP (5 uM) como controle positivo. (b) Analise quantitativa do percentual de apoptose por
citometria de fluxo de células marcadas com iodeto de propidio (IP, 50 ug /mL) apés tratamento com
LAAO-BI (50 ug/ml) durante 12 horas, na presenca ou auséncia de catalase (CAT- 100 pg/mL) ou
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BAPTA-AM (20 puM). Os dados representam a média + SEM de pelo menos trés experimentos
independentes. * Diferenc¢a considerada quando p < 0,05 (one-way ANOVA; pds-teste: Dunnet).

5.7 Avaliacdo da ativacdo de caspases efetoras do processo de morte
celular por apoptose.

A fim de confirmar o efeito apoptético da LAAO-BI nas células tubulares renais
(MDCK e HK2), avaliamos a ativacdo da via das caspases. Para tanto, medimos a
atividade destas enzimas sobre substratos especificos. O substrato Ac-DEVD-afc foi
usado para avaliar a atividade da caspase efetora 3 (ou 7, pois 0 substrato seria 0
mesmo), chave no processo de apoptose, sendo responsavel por clivar e iniciar a
degradacdo da grande maioria das proteinas celulares. A figura 23a mostra que nas
células MDCK houve ativacdo da caspase 3 e 7 nas concentracdes de 100 e 50
pug/mL e nas células HK2 na concentragcédo de 50 pug/mL de LAAO-BI (Fig 23b). Este
resultado de ativacdo da via das caspases indica um envolvimento desta via na
toxicidade de LAAO-BI em ambas as linhagens celulares. Para melhor avaliarmos a
atividade das caspases, tratamos as células com inibidores especificos das
caspases estudadas (ZVAD- 10 uM). Verificamos que a atividade da caspase 3/7 é
inibida pelo pré tratamento das células com ZVAD (Fig 23ab). Este resultado
demonstra que o inibidor especifico da caspase 3/7 leva a interrup¢do do sinal
apoptoético no final da via das caspases, e ndo ocorre a clivagem de pro-caspase 3
em caspase 3 ativa. Porém a interrupgéo do sinal apoptotico por ZVAD foi incapaz
de proteger as células MDCK da toxicidade induzida por LAAO-BI (Fig 23c)
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Figura 23: Avaliacdo da ativacdo de caspases executores.: A atividade da caspase-3/7 foi
determinada na presenca do substrato Ac-DEVD-AFC fluorogénico apds o tratamento com LAAO-BI
(12 h) na presenca ou auséncia de zZVAD (10 uM) nas células MDCK (a) e HK-2 (b) Diferenca
considerada quando p < 0,05 (one-way ANOVA; pds-teste: Dunnet). (c) Porcentagem de morte celular

induzida por LAAO-BI na presenca ou auséncia de ZVAD (10 uM), ensaio realizado pelo teste do
MTT.

Para confirmar o mecanismo envolvido na apoptose induzida por LAAO-BI
nos analisamos a expressao de proteinas pro apoptoticas e de caspases executoras
da apoptose. Como mostrado na figura 24A- abc, nas células MDCK o tratamento
com LAAO-BI induziu aumento de expressao da caspase 3 e 7 clivada e da proteina

pré6 apoptodtica Bax apds 12 horas de tratamento. Nas células HK2 LAAO-BI (50
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pg/mL) induziu aumento da expressao da caspase 3 e 7 clivada (Fig 24B-ab). Como

controle interno foi utilizada a proteina tubulina. Doxorrubicina (Doxo) 10 uM foi

usada como controle positivo
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Figura 24: Western blotting das proteinas envolvidas na morte celular por apoptose. As células
MDCK e HK2 foram tratadas com LAAO-BI por 12 horas nas concentra¢fes indicadas na figura. A (a)
caspase 3, (b) caspase 7, (c) Bax nas células MDCK. B (a) caspase 3, (b) caspase 7 nas células
HK2. As figuras mostradas séo representativas de 2 experimentos independentes. As bandas de
proteinas foram analisadas e normalizadas para os valores densitométricos de Tubulina: Controle
interno. Doxorrubicina (Doxo 10pM) controle positivo.

5.8 Avaliacdo da liberagcdo de citocromo c¢ induzido por LAAO-BI nas
células HK2

Uma vez que verificamos ativacdo da via das caspases e, na tentativa de
elucidar se a apoptose induzida nas células HK2 por LAAO-BI envolve a via
mitocondrial, realizamos o ensaio de liberacdo do citocromo c¢ por
imunofluorescéncia. O citocromo ¢ uma vez liberado, induz a formagdo dos
apoptossomos, contendo Apaf-1 (Apoptosis Protease-activing Factor-1), o iniciador
pré-caspase 9 e o proprio citocromo c. Este complexo leva a clivagem de pro-
caspase 9 e inicia a cascata de caspases efetoras 3 e 7 (YANG et al., 2015). Para
avaliar a liberacao de citocromo c, as células HK2 foram tratadas com LAAO- Bl nas
concentracdes de 50 e 25 pg/mL pelo tempo de 6 horas. Os resultados obtidos estéo

demonstrados na figura 25. Observa-se no controle o padrdo de localizacdo do
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citocromo c¢ (morfologia tubular) e nas células que foram tratadas com LAAO-BI
verifica-se um padrdo difuso, indicando que houve a liberagédo do citocromo c da

mitocdndria para o citosol.

Controle LAAO 50ug/mL LAAO 25 pg/mL

Figura 25: Efeito da LAAO-BI na liberagdo de citocromo ¢ no citosol nas células HK2: As células
HK2 foram tratadas com LAAO-BI por 6 horas nas concentra¢@es indicadas na figura. As células
foram marcadas com um anticorpo primario contra Citocromo ¢ (SC13561; Santa Cruz), seguido de
anti-lgG de rato conjugado com FITC (Jackson ImmunoResearch). As imagens foram obtidas usando
0 microscopio Leica DM 6000 (camera Leica DC500) com uma objetiva de 20X
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5.9 Efeitos da LAAO-BI em rim isolado de rato

LAAO-BI foi administrada ao sistema de perfusao de rim isolado 30 minutos
apos o inicio dos experimentos. Os 30 minutos iniciais foram considerados como
controle interno de cada experimento. Os grupos tratados foram comparados a um
grupo controle, onde os rins foram perfundidos apenas com a solucdo de Krebs-

Heinselet.

LAAO-BI (10 pg/mL) induziu alteragbes significativas nos parametros
fisiol6gicos renais. A Presséo de Perfusédo (PP) aumentou aos 60 min e retornou ao
normal aos 90 min de perfusdo (Fig. 26A). Ndo houve diferenga significativa na
Resistencia Vascular Renal (RVR) quando comparado ao grupo controle. O Ritmo
de Filtracdo Glomerular (RFG) diminuiu aos 60 e 90 min de perfusdo e normalizou
aos 120 min (Fig. 26B). O Fluxo Urinario (FU) aumentou aos 120 minutos (Fig. 26C).
Houve reducéo significativa nos transportes tubular de Sédio, Potassio e Cloreto nos
periodos de 60, 90 e 120 min de perfuséo (Fig 26. D, E, F).
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Figura 26: Efeitos da LAAO-BI em rim isolado de rato: Efeitos de LAAO-BI (10 pg/mL) sobre

Pressdo de Perfusdo (A), Ritmo de Filtragdo Glomerular (B), Fluxo urinario (C), Porcentagem de

Transporte tubular de sédio, potassio e cloreto (D, E, F). Os dados sdo expressos como (média +

E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,

considerando p<0,05. LAAO foi adicionada ao sistema 30 minutos apés o inicio de cada perfuséo.
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6. DISCUSSAO

A serpente B. leucurus é endémica no Nordeste do Brasil, sendo responséavel
por acidentes ofidicos graves notificados nesta regido. O quadro clinico do
envenenamento por B. leucurus tem perfil semelhante aqueles apresentados por
outras serpentes do género Bothrops (SANCHEZ et al., 1992), ou seja, importantes
efeitos locais como dor, edema e necrose tecidual e efeitos sistémicos graves como
hemorragia e insuficiéncia renal aguda (LIRA-DA SILVA., 2009; SATURNINO-
OLIVEIRA et al., 2014).

A semelhanca das outras espécies do género Bothrops, a peconha de
B.leucurus contém uma variedade de proteinas e enzimas (CECILIO et al., 2013),
varias das quais foram isoladas e caracterizadas, incluindo L-amino acido oxidase
(NAUMAN et al., 2011), metaloproteinases (BELLO et al., 2006, SANCHEZ et al.,
2007, FERREIRA et al., 2009; GOMES et al.,, 2011; HIGUCHI et al.,, 2011),
Fosfolipases A, (HIGUCHI et al., 2007; CECILIO et al., 2013; MARANGONI et al.,
2013).

O maior componente protéico do veneno de Bothrops leucurus é a enzima L-
aminoacido oxidase. Naumann e colaboradores (2011) estudaram varios aspectos
da LAAO isolada do veneno de Bothrops leucurus, concluindo que essa enzima,
apresenta caracteristicas de uma citotoxina. Entretanto, o0 mecanismo funcional e a
correspondente base estrutural da atividade dessa flavoproteina ainda requerem
estudos aprofundados. O conhecimento do mecanismo de agao dessa e de outras
toxinas animais nos da uma melhor compreensdao dos mecanismos de

envenenamento.

Recentemente, observamos que o0 veneno de Bothrops leucurus induziu
nefrotoxicidade no rim isolado de rato, associado com citotoxidade em células
tubulares renais (DE MORAIS et al., 2013). A fim de melhorar o entendimento sobre

esse efeito biologico, investigamos o papel da LAAO na nefrotoxicidade do veneno.

Com o objetivo de esclarecer os mecanismos moleculares pelos quais LAAO-
Bl induz nefrotoxicidade avaliamos seu potencial citotoxico em linhagens de células

tubulares epiteliais renais. MDCK, isolada do tubulo distal canino (COLLARES-
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BUZATO et al., 2002) e HK-2 isolada do tabulo proximal humano (LIN et al., 2014).
Nossos resultados mostraram que LAAO-BI induziu morte celular de maneira
concentracdo dependente em ambas as linhagens. Ensaio de liberacdo de LDH e
marcacdo com Anexina V/IP sugerem que a morte celular ocorreu por necrose e

apoptose.

Existem muitos trabalhos na literatura mostrando que LAAO isolada de outros
venenos de serpentes induz apoptose e necrose em diferentes tipos celulares
(TORRI et al., 2000; SUN et al., 2003; CISOTTO et al., 2009; NAUMAN et al., 2011;
MARCUSSI et al., 2013; LEE et al., 2014). Dentre estes trabalhos, foi observado que
LAAO induziu citotoxicidade via apoptose em células endotelias, células
embrionarias renais, células da linhagem monocitica e células cancerigenas (ALI et
al., 2000; TORRI et al., 2000; LIU et al., 2002). LAAO isolada de B. leucurus induziu
morte por apoptose em linhagens de células de cancer de estébmago,
adenocarcinoma, colorretal e células de fibroblastos humanos (NAUMAN et al.,
2011).

O mecanismo de citotoxicidade desencadeado por esta classe de enzimas
ainda ndo estd completamente esclarecido. Hipéteses postulam que LAAO liga-se
diretamente a superficie da célula, o H,O, liberado é entdo acumulado nesta area
em uma concentracdo relativa mais elevada, e a apoptose é desencadeada pela
oxidacdo de membrana. No entanto, evidéncias experimentais sugerem que O
mecanismo de apoptose induzido por LAAO é distinto daquele causada pelo H,O,
exdgeno (CHUNMEI et al., 2012).

As células tubulares epiteliais sdo os principais alvos dos efeitos toéxicos dos
venenos (MARROTA et al., 2006; SITPRIJA e SITPRIJA, 2012). A apoptose nessas
células é responsavel pela perda da funcdo renal e pode ser induzida por varios
estimulos, incluindo, disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, distirbio na
sinalizacdo do Ca® e privagdo de energia (LIN et al.,, 2014). Alguns estudos
sugerem que a apoptose induzida por LAAO, pode ser sinalizada através da via
mitocondrial ou pela via do receptor de morte consequente a um efeito secundario
da producgédo do peroxido (WEI et al., 2009; DEOLINDO et al., 2010) .

Na via intrinseca, ou via mitocondrial, os estimulos gerados no interior da

célula levam a ativacéo de proteinas pré-apoptoéticas (Bax, Bak e tBid). Em seguida,
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ocorre a ruptura do potencial transmembranico mitocondrial, fazendo com que
ocorra um influxo de ions e ao mesmo tempo a liberacdo de proteinas pro-
apoptoéticas como o citocromo ¢ para o citosol. Uma vez liberado, o citocromo ¢ se
liga a APAF-1 que facilita a ligacdo de dATP e a procaspase 9, formando o
apoptossomo. O apoptossomo ativa as caspases 3 e 7, que por sua vez vao clivar
0S substratos protéicos das células, resultando no processo apoptotico (JEONG et
al., 2015).

7z

A via extrinseca é deflagrada por estimulos externos que ativam o0s
receptores de morte na superficie celular (TNF, CD95/Faz e TRAIL). Apés a ligacéo
do ligante os receptores oligomerizam-se e se ligam a proteina adaptadora FADD
(Fas associated death domain) presente no citoplasma. Este complexo molecular se
liga a proé-caspase-8, resultando na formacédo do complexo DISC (Death Inducing
Signalling Complex), onde ocorre a ativacao (dimerizacdo/clivagem) da pré-caspase-
8, resultando na ativacdo da caspase-3 efetora, o que culmina na morte celular
(CHABANE et al., 2013).

7

Uma importante caracteristica associada ao dano celular € o potencial de
membrana mitocondrial (AWYm). Alteracées no potencial de membrana mitocondrial,
que pode ser consequéncia do aumento de espécies reativas de oxigénio ou
aumento de [Ca®‘]c, é considerado um indicador de dano mitocondrial e é
geralmente definido como um estagio inicial de apoptose (SMAILI et al., 2003).
Assim no presente trabalho, decidimos investigar se LAAO-Bl seria capaz de
sensibilizar as mitocondrias. Nossos dados mostraram que LAAO-BI (50pg/mL)
induziu hiperpolarizagdo mitocondrial nas células MDCK. Alguns trabalhos sugerem
que o potencial de membrana mitocondrial aumenta apds inducdo de apoptose,
iniciada por EROS, calcio, Bax e ceramidas (LIU et al., 2013).

As espécies reativas de oxigénio sdo indispensaveis para as vias de
transducéo de sinais que regulam a morte celular e o estado redox da célula. Sua
producdo excessiva pode danificar lipidios, proteinas e DNA. Estresse oxidativo em
células tubulares renais tem emergido como a maior causa de dano renal em
diferentes condicfes fisiopatologicas, como faléncia renal crbnica, hipertensao e
diabetes (VERZOLA et al., 2014; ZHU et al., 2015).
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Neste estudo a geracdo de espécies reativas de oxigénio e perédxido de
hidrogénio foi monitorada com DCFH-DA e nossos resultados mostraram que LAAO-
Bl (50ug/mL) induziu o aumento de espécies reativas de oxigénio nas células MDCK.
Ao remover o peroxido do meio, pela adicdo de catalase, verificamos que
aproximadamente 50% do efeito apoptotico foi abolido, sugerindo que o peréxido

inicia um importante papel na inducéo de apoptose em células renais por LAAO-BI.

Como mencionado anteriormente, apoptose induzida por sv-LAAOs é
principalmente atribuida a formacdo do H,O, e consequentemente ao estresse
oxidativo causado pelo aumento do peréxido (SUN et al., 2003; SAMEL et al., 2006;
TOYAMA et al., 2006; ZHANG; WEI., 2007; ALVES et al.,, 2008). Stabeli et al.,
(2007) também demonstraram inibicdo dos efeitos toxicos de LAAO isolada de
Bothrops moojeni quando os efeitos do perdxido foram bloqueados pela catalase. No
entanto, as caracteristicas morfologicas das ceélulas em processo de apoptose
induzido por LAAO e H,0, exdgeno sao diferentes. Antioxidante e catalase podem
abolir a apoptose induzida por LAAO, mas ndo inibem a apoptose induzida pelo
H,O, exdgeno. Em outras palavras, apoptose induzida por LAAO isolada de venenos
de serpentes ndo é apenas desencadeada pelo H,O, produzido pela reacéo
enzimatica (KANZAWA et al., 2004).

O Ca* é o mais versatil dos mensageiros intracelulares, sabe-se que a
homeostase do fon Ca* é de fundamental importancia para a regulacdo das
diversas atividades fisiologicas da célula, bem como para a sobrevivéncia celular.
Pesquisas recentes mostram que a sobrecarga celular de Ca®*, ou alteracao da
compartimentalizacdo do Ca®" intracelular, pode induzir citotoxicidade ou acionar a
morte celular por apoptose ou necrose (PATERGNANI et al., 2015). O aumento da
[Ca**]c ocorre ndo somente pelo influxo do fon a partir do meio extracelular, mas
também pelo esvaziamento de estoques intracelulares, tais como reticulo
endoplasmaético (RE) e mitocondria (SMAILI et al, 2008). A saida de Ca®" do RE se
da principalmente através dos receptores de IP3 (IP3Rs) e dos receptores de
rianodina (RyRs), ambos localizados na membrana desta organela (BERRIDGE;
BOOTMAN; RODERICK, 2003).

Uma vez que verificamos o aumento da concentracdo citosolica de calcio na

morte celular induzida pelo veneno de B. leucurus (De MORAIS et al., 2013) e dada
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a participacdo crucial do calcio na sinalizagdo da morte celular por necrose e
apoptose, nosso proximo objetivo foi estudar o envolvimento do ion calcio na
toxicidade induzida por LAAO-BI nas células MDCK. LAAO-BI (50ug/mL) induziu
aumento significativo de Ca®" citosélico. O principal estoque de célcio envolvido foi o
do reticulo endoplasmatico (RE) via receptores de IP3. A funcdo do RE é
prejudicada principalmente pelo estresse oxidativo, o qual € a maior causa de
liberacdo de seus estoques de célcio (CAO et al., 2014). Embora o Ca** participe do
efeito de LAAO-BI no dano celular, apoptose induzida por LAAO nas células MDCK

nao foi revertida quando o Ca?"* citosélico foi quelado.

As células em processo de apoptose apresentam alteracdes morfologicas que
sdo resultado final da ativacdo de enzimas especificas denominadas caspases.
Estas enzimas modulam o processo apoptético e servem como marcadores
primarios nos ensaios de apoptose antes mesmo que o0s sinais morfologicos estejam
evidentes. As caspases sao responsaveis pela clivagem de substratos que
contenham residuos de &cido aspartico, como a enzima poli-ADP-ribose-polimerase,
proteinas reguladoras de ciclo celular, proteinas estruturais, como laminina e actina,
dentre outras (FERREIRA et al., 2010). Caspases relacionadas a apoptose sao
classificadas em dois grandes grupos, as caspases iniciadoras, consistindo em

caspase 8, 9 e 10 e as efetoras que sao as caspases 3,6 e 7 (WU et al., 2014).

Os resultados deste trabalho mostraram que LAAO-BI desencadeou ativacao
de caspase 3 e 7 nas células MDCK e HK2, e que o tratamento com LAAO-BI
aumentou a expressao da proteina pro apoptotica Bax nas células MDCK. Através
destes resultados, concluimos que LAAO-BI induziu morte celular através de
caspases mediando apoptose via mitocondrial nas células MDCK. E importante
mencionar que em ambas as vias, a ativacdo da caspase-3 é o ponto crucial e
irreversivel do fenbmeno de morte celular, portanto, neste estagio, mesmo que a
atividade da caspase 3 esteja inibida, ndo ha mecanismos que possam reverter a
apoptose. Outros trabalhos mostraram que LAAO induziu apoptose através de
ativacao de caspases (ZHANG ; CUI; 2007; ALVES et al., 2008; ZHANG; WU, 2008;
LEE et al., 2014).

O desarranjo mitocondrial pode facilitar a liberacdo de citocromo ¢ para o

citoplasma, onde o mesmo forma complexo com o fator de ativagcdo associado a
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apoptose-1 (APAF-1) e caspase-9, o chamado apoptossomo, que promove a
clivagem da pro-caspase-9, liberando a caspase-9 ativa, que € capaz de ativar a
caspase-3 e provocar a apoptose (WU et al.,, 2014). Os nossos resultados
mostraram que LAAO-BI induziu liberagdo de citocromo ¢ nas células HK2,

evidenciando que neste tipo celular LAAO-BI induz apoptose via mitocondrial.

No6s usamos o modelo de perfusdo de rim isolado de rato a fim de estudar o
potencial nefrotéxico de LAAO-BI e esclarecer o seu envolvimento nos efeitos renais
induzidos pelo veneno de B. leucurus. LAAO- Bl induziu um aumento na presséao de
perfusdo e fluxo urinario, sem nenhum efeito na resisténcia vascular renal.
Observamos uma diminui¢do significativa no ritmo de filtracdo glomerular e nos
transportes tubulares de sédio, potassio e cloreto. A perda da funcédo das células
tubulares epiteliais induzida por LAAO-BI pode explicar alguns dos efeitos renais
observados neste estudo, como o aumento do fluxo urinario e a reducdo do
transporte de eletrélitos. Usando este mesmo modelo, nés mostramos que 0 veneno
de Bothrops leucurus também reduziu o ritmo de filtracdo glomerular e os
transportes tubulares de sddio e potassio, contudo causou diminui¢do na pressao de
perfusdo e no fluxo urinario (DE MORAIS et al., 2013)

A excrecdo de sbdio encontra-se aumentada na maioria dos venenos
estudados no sistema de perfusdo de rim isolado, refletindo uma diminuigdo na
reabsorcdo tubular de sédio (MARTINS et al., 2005; HAVT et al., 2005.,
EVANGELISTA et al,, 2010). Com relacdo a diminuicdo do ritmo de filtracdo
glomerular pode ser devido a diminui¢cdo no coeficiente de filtracdo glomerular o que
possivelmente reflete o efeito do veneno/toxina em células mesangiais (SITPRIJA e
SITPRIJA, 2012).

Varios componentes proteicos presentes no veneno de serpentes do género
Bothrops contribuem para toxicidade renal. Em estudos de perfusédo de rim isolado
de rato foi observado que LAAO (BRAGA et al., 2008), lectinas tipo C (HAVT et al.,
2005, BRAGA et al., 2006), fosfolipase A2 (PLA2), (BRAGA et al., 2006) miotoxinas
(BARBOSA et al., 2005) e enzimas trombina-like (BARBOSA et al., 2006) induziram
efeitos nefrotoxicos diretos. LAAO pode causar injaria renal através da geracdo do
peréxido de hidrogénio, o qual pode induzir injuria endotelial, agregacao plaquetaria
e apoptose (NAUMAN et al., 2011; MORAIS et al., 2015).
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Através dos resultados obtidos neste estudo, verificamos que LAAO-BI é
capaz de causar alteracdes nos parametros fisioloégicos renais no modelo de
perfusdo de rim isolado de rato. Esses efeitos observados no rim isolado podem
estar associados com a perda da funcdo das células tubulares, uma vez que
demonstramos que LAAO-BI induziu apoptose via estresse oxidativo nas células

tubulares renais.

Nossos resultados ajudardao a compreender o mecanismo de nefrotoxicidade
desencadeado por LAAO isolada do veneno de B. leucurus. Conhecer os eventos
moleculares responsaveis pela insuficiéncia renal aguda causada por ofidismo,
poderd contribuir para o conhecimento da patofisiologia renal e ajudar no

desenvolvimento de farmacos e estratégias terapéuticas mais efetivas.
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7. CONCLUSOES

v

LAAO-BI induziu morte celular de maneira concentracdo dependente nas

células tubulares epiteliais renais (MDCK e HK2).

LAAO-BI induziu morte por necrose e apoptose em ambas as linhagens
celulares. Nas células MDCK o tipo de morte predominante foi por apoptose e

nas células HK2 por necrose.

Nas células MDCK, LAAO-BI induziu ativacdo e aumento de expressao das
caspases 3 e 7. Também induziu aumento de expressdao da proteina pré
apoptética Bax, confirmando o envolvimento da via intrinseca no efeito
apoptotico de LAAO-BI.

Nas células HK2, LAAO-BI também induziu ativacdo e aumento de expressao
da caspase 3 e 7. Verificamos também que LAAO induziu a liberacdo de
citocromo c, evidenciando a ativagcéo da via intrinseca no efeito apoptético de
LAAO-BI.

LAAO-BI aumentou os niveis de calcio citosolico nas células MDCK. O
aumento do calcio foi correlacionado a liberagdo de Ca®*" de estoques

sensiveis a tapsigargina e rianodiana, como o reticulo endoplasmatico.

LAAO-BI aumentou os niveis de espécies reativas de oxigénio nas células
MDCK.

Catalase bloqueou a apoptose induzida por LAAO-BI nas células MDCK,

confirmando a participacdo do H,O, no efeito apoptético de LAAO-BI.

LAAO-BI promoveu alteracdes na fisiologia renal avaliados no sistema de

perfusado de rim isolado de rato.
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