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Segue o teu destino
Rega a tuas plantas,
Ama a tuas rosas.
O resto é sombra
De arvores alheias.

A realidade
Sei que é mais ou menos
Do que nés queremos
S6 nds somos sempre
Iguais a noés proprios.

Suave é viver so.
Grande e nobre é sempre
Viver simplesmente.
Deixa a dor nas aras
Como ex-voto aos deuses.

Vé de longe a vida.
Nunca a interrogues.

A resposta esta além dos deuses.

Mas serenamente
Imita o Olimpo
No teu coragao.
Os deuses sao deuses
Porque nao se pensam.

Ricardo Reis



RESUMO

A lesédo renal aguda (LRA) é uma das mais importantes complicacdes do
envenenamento botropico, sendo considerada uma das principais causas de
morte nestes acidentes. A creatinina plasmatica vem sendo utilizada como
biomarcador de injuria renal ha mais de 90 anos, entretanto tem baixa
sensibilidade e especificidade para a lesédo renal aguda. A demanda por um teste
capaz de detectar os estagios desta lesdo tem estimulado a busca de novas
ferramentas diagndsticas. Uma vez que células tubulares epiteliais sdo os
principais alvos dos efeitos tdxicos dos venenos, este trabalho avaliou as agbes
do veneno de Bothrops insulairs (BiVT) sobre a funcéo renal de camundongos,
examinando o papel da proteina KIM-1 como biomarcador precoce de LRA.
Também foram avaliados os efeitos do BiVT apos incubacdo com linhagens
celulares renais de tubulos proximais de macaco e humana, LLC-MK2 e HK2,
respectivamente; na auséncia e na presenca das enzimas fenantrolina e
catalase. Camundongos Swiss machos pesando entre 25-30 g foram inoculados
com o BiVT por via intramuscular (3,5 mg/Kg) e observados por 24 horas no
modelo de gaiola metabdlica. Urina, sangue e o0s rins dos animais foram
coletados para analise dos seguintes parametros: niveis urinario e sérico de
creatinina, nivel urinario da proteina KIM-1, andlise histolégica dos rins e
avaliacdo do equilibrio 6xido-redutor no tecido renal. No estudo com células
tubulares renais foram avaliados a viabilidade celular, o perfil de morte celular
através da marcacdo com os marcadores anexina/7-AAD para avaliacdo de
necrose/apoptose, rodamina para avaliacdo do potencial transmembranico
mitocondrial e DCF para avaliacao da producéo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). O BiVT promoveu um aumento da creatinina plasmética, reduziu a taxa
de filtracdo glomerular e aumentou os niveis urinarios do biomarcador KIM-1. A
analise histoldgica do tecido renal revelou tumefacdo mesangial, degeneracao e
tumefacdo glomerulares, degeneracao hidropica, tumefacdo tubular e edema
intersticial no cortex renal dos animais tratados com o BiVT. Na medula foram
visualizadas as seguintes alteracfes: infiltracdo de células inflamatorias,
pequenos vasos congestos, degeneracdo tubular hidrépica com secrecdo da
proteina Tamm-Hosrsfall; e no intersticio, presenca de células inflamatérias.
Células LLC-MK2 incubadas com o BiVT, tiveram reducéo de viabilidade, com
bloqueio parcial deste efeito na presenca da enzima catalase. Houve um
aumento do numero de células marcadas com 7-AAD, efeito ndo observado
gquando na presenca de fenantrolina ou catalase; entretanto, a fenantrolina
promoveu um aumento no numero de células com dupla marcacao e a catalase,
um aumento no numero de células ndo-marcadas. O BiVT induziu perda de
potencial transmembranico mitocondrial que ndo sofreu alteragdo quando
incubado com fenantrolina, mas apresentou reversdo parcial deste efeito na
presenca da catalase. Na presenca do BiVT foi vista uma reducao da viabilidade
das células HK2, efeito parcialmente bloqueado na presenca da fenantrolina ou
catalase. Houve reducdo do potencial transmembranico mitocondrial, efeito
exacerbado pela fenantrolina e parcialmente bloqueado pela catalase. Também
foi visto um aumento na producdo de EROs, efeito parcialmente bloqueado na
presenca de fenantrolina ou catalase. Esses dados sugerem toxicidade do BiVT
sobre o tecido renal e células tubulares proximais.

Palavras-chave: Bothrops, Lesao renal aguda, Kidney injury molecule-1.



ABSTRACT

Renal injury induced by the Bothrops insularis venom and the role of the kim-1
molecule as an early biomarcer

Acute kidney injury (AKI) is one of the most important complications of bothropic
envenomation, being considered one of the main causes of death in these
accidents. Plasma creatinine has been used as a renal injury biomarker for more
than 90 years; however, it has low sensitivity and specificity for acute kidney
injury. The demand for a test capable of detecting injury stages has stimulated
the search for new diagnostic tools. As epithelial tubule cells are the main targets
for the toxic effects of venoms, this study evaluated the actions of Bothrops
insularis venom toxin (BinsV) on the renal function of mice by evaluating the role
of the KIM-1 protein as an early AKI biomarker. The effects of BinsV were also
evaluated after incubation with renal cell lines of proximal tubules of monkeys
and humans, LLC-MK2 and HK2, respectively; in the absence and presence of
phenanthroline and catalase enzymes. Male Swiss mice weighing between 25
and 30 g were inoculated with BinsV intramuscularly (3.5 mg / kg) and observed
for 24 hours in the metabolic cage model. The animals’ urine, blood, and kidneys
were collected for analysis of the following parameters: urinary and serum levels
of creatinine, urinary levels of the KIM-1 protein, histological analysis of the
kidneys and oxidoreductive balance evaluation in renal tissue. In the renal tubular
cell study, cell viability and cell death profile were evaluated for
necrosis/apoptosis using annexin/7-AAD markers, whereas rhodamine was used
for evaluation of mitochondrial transmembrane potential and dichlorofluorescein
(DCF) for the evaluation of reactive oxygen species (ROS) production. BinsV
promoted an increase in plasma creatinine, reduced glomerular filtration rate, and
increased urinary levels of the biomarker KIM-1. Histological analysis of renal
tissue disclosed mesangial swelling, glomerular degeneration and swelling,
hydropic degeneration, tubular swelling, and interstitial edema in the renal cortex
of animals treated with BinsV. In the medulla, the following alterations were
identified: inflammatory cell infiltration, small congested vessels, hydropic tubular
degeneration with Tamm-Horsfall protein (THP) secretion, as well as the
presence of inflammatory cells in the interstitium. LLC-MK2 cells that were
incubated with BinsV had viability reduction, with partial blocking of this effect in
the presence of the catalase enzyme. There was an increase in the number of
cells labeled with 7-AAD, an effect not observed in the presence of
phenanthroline or catalase; however, phenanthroline promoted an increase in the
number of cells with double labeling, whereas catalase caused an increase in the
number of non-labeled cells. BinsV induced loss of mitochondrial transmembrane
potential, which did not change when incubated with phenanthroline, whereas
this effect was partially reversed in the presence of catalase. A reduction in the
viability of HK2 cells was observed in the presence of BinsV, an effect that was
partially blocked in the presence of phenanthroline or catalase. There was a
reduction in the mitochondrial transmembrane potential, an effect exacerbated by
phenanthroline and partially blocked by catalase. An increase in ROS production
was also observed, an effect that was partially blocked in the presence of
phenanthroline or catalase. These data suggest BinsV toxicity on renal tissue and
proximal tubular cells.

Keywords: Bothrops, Akute kidney injury, Kidney injury molecule-1.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contexto cultural das serpentes

A relacdo entre seres humanos e serpentes remete ao proprio
processo de evolugdo, antecedendo até mesmo a época em que o fogo ainda
nao era dominado pelo homem. Desde entdo, as serpentes sao animais
temidos pela maior parte da populacdo do planeta, tendo esse medo
extrapolado a esfera de seu habitat natural para influenciar tracos culturais
de vérias civilizacdes (Dicionério de Simbolos, 2016).

A serpente € um réptil muitas vezes associado ao mal, a morte e a
escuriddo, por ser considerada um animal misterioso, traicoeiro e venenoso,
como na cultura ocidental; contudo, € um simbolo muito rico de significado em
outras culturas, podendo representar o rejuvenescimento, a renovagao, a vida,
a eternidade e a sabedoria, sendo respeitada como animal sagrado e simbolo
de prosperidade, como no hinduismo, budismo e yoga (Dicionario de Simbolos,
2016).

No mundo ocidental, onde o Cristianismo exerceu grande
influéncia, a cultura judaico-cristd, no primeiro livro da Biblia, o Génesis,
associa a figura da serpente a uma imagem negativa, o que acabou por culminar
na criacdo da alcunha do “pecado original”, doutrina que pretende explicar a
origem da imperfeicdo humana, do sofrimento e da existéncia do mal através da
queda do homem. Tal ideia talvez se deva ao fato de existirem, naquela época,
pouco ou nenhum recurso para neutralizar os efeitos do acidente ofidico
tornando-o, muitas vezes, fatal (Goulart, 2002).

As serpentes tém uma distribuicdo territorial quase universal,
habitando preferencialmente as regides temperadas e tropicais. Essa
distribuicdo deve-se a caracteristica especifica que apresentam estes animais
de depender do calor para efetuar sua termorregulacdo. Desta forma, ainda em
tempos atuais esses animais continuam a povoar o imaginario popular e a causar
acidentes entre os humanos, como em eras passadas. Com o desbravamento
das ultimas reservas naturais do globo terrestre, os acidentes ofidicos tém
marcado sua presenca de maneira constante e, certamente, ainda manter-se-&o

por muitos séculos (Wong et al., 2009).
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E possivel ainda classificar as serpentes como animais importantes
para a manutencdo da cadeia ecoldgica, pois exercem o papel de controle de
pragas tais como ratos, insetos e até mesmo outras serpentes. Faz-se mister
destacar também que alguns destes animais sdo dotados de glandulas
produtoras de veneno e sdo denominadas peconhentas. Dentre estas, aquelas
consideradas de interesse médico sdo definidas como tanatofideas, uma vez
que podem causar morte aos seres humanos e animais. De interesse médico
também séo as peconhas das quais ja foram identificadas mais de 400 proteinas,
que inclusive serviram de base para confeccao de colas cirdrgicas e até mesmo

de medicamentos (Tabela 1) (Beeton, Gutman, Chandy, 2006).

Tabela 1 — Exemplos de medicamentos desenvolvidos a partir de venenos
animais.

Farmaco Uso Terapéutico Fonte

Epitifibatide Anticoagulante Serpente Sisturus miliarus
barbour

Echistatin Anticoagulante Serpente Echis carinatus
Captopril Antihipertensivo Serpente Bothrops jararaca
Ranatensin Anitihipertensivo Sapo do Género Rana
Ancrod Anticoagulante para aci- Serpente Calloselasma
(Viperinex™) dente vascular cerebral rhodostoma

isquémico agudo
Ziconotida (Prialt®)  Tratamento da dor Molusco marinho Conus
cronica magus

Exenatida Diabetes Mellitus tipo 2 | Réptil Holoderma suspectus

Fonte: Adaptado de Beeton, Gutman e Chandy, 2006.

1.2 Aspectos epidemioldgicos do acidente ofidico

O Brasil, como quase toda a Ameérica, tem uma grande biodiversidade
em numero de serpentes. A classificacdo apropriada para as mais diversas
serpentes sempre foi marcada por controvéersias. Nas duas Ultimas décadas
houve o surgimento de diversas propostas classificadoras. O Brasil apresenta

uma das mais amplas faunas de serpentes do Planeta com 366 espécies de
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serpentes catalogadas e agrupadas em 10 familias: Anomalepididae (6
espécies), Leptotyphlopidae (14), Typhlopidae (6), Aniliidae (1), Tropidophiidae
(1), Boidae (12), Colubridae (34), Dipsadidae (237), Elapidae (27) e Viperidae
(28). Dessas, 15% (55 espécies) sdo consideradas peconhentas e responsaveis
por cerca de 20 mil acidentes ofidicos anualmente no pais (Bernarde, 2011).

As serpentes peconhentas no Brasil pertencem a duas familias:
Viperidae (acidentes botropico, crotalico e laquético) e Elapidae (acidente
elapidico). A proporcédo dos casos anuais e as respectivas taxas de letalidade
revelam que 90% sao acidentes botropicos (letalidade de 0,31%), seguido de
crotalicos (7,7%, com 1,87% de letalidade), laquéticos 1,4% (0,95% de
letalidade) e elapidicos 0,4% (0,52% de letalidade). O perfil epidemioldgico do
ofidismo demonstra que as principais vitimas séo individuos do sexo masculino,
trabalhadores rurais, na faixa etaria entre 15 a 49 anos e apresentando uma
letalidade geral de 0,45% (Araujo et al., 2003; Santos, Farani, Rocha, 2009).

No Brasil, entre 2010 e 2014 foram notificados 691.307 acidentes por
animais peconhentos no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo —

SINAN, dos quais1.282 evoluiram para oObito (Gréfico 1).

Gréfico 1 - Numero de acidentes e 6bitos por animais peconhentos segundo o
tipo de animal causador. Brasil, 2010 a 2014.

I Serpente M Aranha B Escorpido W lagarta B Abelha = Obitos
90000 -+ = 290
80000 -+ = 280
70000 ¢ 270
60000 ¢ 260
50000 ¢ 250

40000 = L 240

Numero de Casos
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30000 + = 230

20000 + = 220
10000 + = 210

0 o = 200

2010 2011 2012 2013 2014
Anos

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude, 2014.
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Em 2014 registrou-se 27.261 acidentes envolvendo serpentes (taxa
de incidéncia de 13,4 casos para cada 100.000 habitantes; tabela 2), com 120
Obitos (taxa de letalidade de 0,44%). Os trés estados com maiores nameros de
acidentes foram Para (19,3%), Minas Gerais (10,3%) e Bahia (8,2%). A regido
onde ocorreu a maioria dos acidentes por serpentes foi a Norte (35,5%), seguida
das regides Nordeste (22,7%), Sudeste (22,2%), Centro-Oeste (10,5%) e Sul
(9%).

Tabela 2 — Numero de acidentes e Obitos por animais peconhentos, por regido
e Unidade da Federacao. Brasil, 2014.

Regido N° Casos Obitos
Norte 9.683 52
Nordeste 6.193 25
Sudeste 6.056 18
Sul 2.460 10
Centro-Oeste 2.869 15
Brasil 27.261 120

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude, 2014.

No estado do Ceard, foram notificados, no periodo de 2007 a junho
de 2016, 28.402 acidentes por animais peconhentos (Gréafico 2), dos quais 23,4%
(6.169) envolvendo serpentes (Boletim..., 2016).

Nos ultimos 10 anos houve uma maior concentracdo de acidentes na
faixa etaria de 20 a 49 anos, totalizando 50,2% dos casos. Embora haja uma
eqguivaléncia entre o niumero de acidentes quando as vitimas séo classificadas
por sexo, 48,8% do sexo masculino e 51,2% do sexo feminino, houve uma
predominéncia do escorpidao como animal agressor entre as mulheres (63,4%),
sendo a serpente (79%) o principal agressor entre os homens (Tabela 3). O
maior nimero de registro de acidentes causados por serpentes ainda continua
sendo no més de julho e dentre os casos registrados, 84,4% ocorreram em
agricultores (Boletim..., 2016).

Ainda em relagdo ao estado do Ceard, dos 28.402 casos de picadas
por animais peconhentos ocorridos no periodo supracitado, 92% (26.117)

evoluiram para cura, sendo que 65,5% (17.112) foram atendidos em até 3 horas
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apos o acidente e, dentre 0s 0bitos ocorridos, 12,5% (7) receberam atendimento
decorridas mais de 24 horas do envenenamento. Embora casos graves de
envenenamento tenham ocorrido em somente 1,1% (322) dos casos registrados;
79,1% (255 de um total de 322 casos) dos registros ocorridos com serpentes
foram classificados como casos graves e apenas 18,8% (1.179) dos acidentados

por serpentes fizeram uso do soro antiofidico (Boletim..., 2016).

Grafico 2 — Acidentes por animais peconhentos, segundo animal agressor,
Ceara, 2007 a 2016*.

4000
3500
S 3000
0l
8 2500
L
o 2000
0
§ 1500
5
3 1000
500 ,/\
0
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016*
——Serpente | 624 720 89 | 8N 683 582 | 4n 257 648 | 300
—— Escorpifo | 681 465 m 1101 2384 2380 3410 3314 2867 1170
Aranha 57 53 57 52 90 82 91 103 96 47
Outros 125 118 188 159 446 311 327 an 326 99
—gn/Branco 27 25 4 M 39 33 37 36 43 18

Fonte: Boletim Epidemioldgico, 2016. *Sujeito a alteracdes. **Qutros: abelha,
lagarta, formiga etc.

Tabela 3 — Perfil dos acidentes ofidicos no Estado do Ceara segundo sexo,
ocupacao e faixa etaria no periodo de janeiro de 2007 a junho de 2016.

Sexo Ocupacéo Faixa Etéaria
Homens @ 22.466 Agricultores 2.750 20a49 anos  14.257
Mulheres ' 5.936 @ Total 3.258 Total 28.402

Fonte: Boletim Epidemiolégico, 2016.

1.3 Bothrops insularis

A serpente Bothrops insularis (Figura 1), descrita em 1921 pelo

herpetélogo Afréanio do Amaral (Simioni; D’Abreu, 2001), € uma espécie
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endémica nativa da ilha de Queimada Grande também conhecida como jararaca
ilhoa.

Figura 1 — Serpente Bothrops insularis.

Fonte: National Geographic Brasil (Julido, 2016).

A llha da Grande Queimada (Figura 2) situa-se a 35 km da costa sul
do Estado de S&o Paulo, no municipio de Itanhaém. Trata-se de uma encosta
rochosa com 430.000 m? formado por terreno acidentado e irregular. Formada
ha 55 milhdes de anos, em um desdobramento das origens da serra do Mar, a
ilha da Queimada Grande foi ligada ao continente em diferentes periodos do
passado. Entre 10 mil e 12 mil anos atras, quando terminou a Ultima glaciacao
da Terra, a area acabou cercada pelo mar, em decorréncia da elevacgéo no nivel
dos oceanos. A populagdo de serpentes, que provavelmente eram da mesma
espécie do continente — Bothrops jararaca —, ficou ilhada (tabela 4). Sem
pequenos mamiferos para cacar, as cobras precisaram se adaptar a vida em
cima das arvores (figura 3), pois a principal comida disponivel eram as aves, de
passagem pela ilha em suas migragdes (Julido, 2016).
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Figura 2 — Ilha da Grande Queimada.

Fonte: National Geographic Brasil (Julido, 2016).

Figura 3 — Bothrops insularis em seu habitat natural.

Fonte: National Geographic Brasil (Julido, 2016).
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Tabela 4 — Comparacdo entre as serpentes Bothrops jararaca e Bothrops
insularis.

Bothrops jararaca Bothrops insularis

Vive no continente Encontrada apenas na llha da

Queimada Grande

Veneno letal Veneno 5 vezes mais potente

Alimenta-se de pequenos roedores, | Quando filhote se alimenta de lesmas,
répteis, anfibios lacraias, sapos

Na fase adulta alimenta-se de aves

Possui habitos terrestres Adaptou-se a vida em arvores para
cacar aves. No final de sua cauda tem
uma pequena curvatura que permite

gue ela se enrole nos galhos

Fonte: Adaptado de Wister, Duarte, Salomao, 2005; A ilha..., 2016.

Expedi¢bes a ilha indicam que hd uma populacdo em torno de 1.500
a 2.000 serpentes do género, nos 43 hectares de florestas da ilha, o que
representa uma densidade de aproximadamente 50 a 70 serpentes por hectare,
0 que a torna um dos maiores serpentarios do mundo (Marques; Sazima, 2009).
Historias de ataques por estas serpentes as pessoas que tentaram habitar a ilha

Ihe renderam a alcunha de “ilha do medo” (A ilha..., 2016).

1.4 Composicédo do veneno da serpente Bothrops insularis

Os venenos de serpentes constituem misturas complexas contendo
componentes protéicos e nao protéicos com diferentes estruturas e fungdes. Os
componentes protéicos constituem enzimas e proteinas ndo enzimaticas além
de polipeptideos como neurotoxinas, cardiotoxinas, lectinas, desintegrinas,
peptideos natriuréticos, proteases, fosfolipases, fosfodiesterases, entre outras.
Entre os componentes organicos nao protéicos encontramos aminoacidos livres
e pequenos peptidios; carboidratos, lipidios, principalmente fosfolipidios e
aminas biogénicas (Varanda e Giannini, 1994; Tu, 1996; Matsui et al. 2000;
Rajendra et al. 2004).
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Valente et al. (2009) descreveram que 0 veneno € composto em sua
maioria de fragdes toxicas (Gréfico 3), e, dentro dessa fracdo, foram observados
11 constituintes principais como, metaloproteases (SVMP), peptideos
potenciadores de bradicinina (BPP), lectinas do tipo C, serina protease,
fosfolipases A2 (PLA2), fatores de crescimento do endotélio vascular (SVWWEGF),
L- amino oxidase (LAAO), proteinas secretorias de cisteina (CRISPs), proteinas
G10 e fatores de crescimento neurotroficos.

Grafico 3 — Composicao quimica, segundo analise transcriptonica, do veneno da
serpente Bothrops insularis.

= SVMP
® 8PP
® Lectinatipo-C

® Serina Protease

B PLA2
® svVEGF

" LAAO

= FragBes ndo identificadas

- ¥ ProteinaG-10 e CRISPs
m Fracbes ndo toxicas

» Fragdes toxica NGF

SVMP = metaloprotease, BPP = peptideos potencializadores de bradicinina,
PLA2 = fosfolipase A2, sWWEGF = fator de crescimento vascular endotelial
derivado de veneno de serpente, LAAO = L-aminoacido oxidase, NGF = fator de
crescimento neural. Fonte: adaptado de Valente et al., 2009.

Embora possa sofrer variacdo quantitativa quando comparadas as
espécies, 0 veneno de serpentes é composto majoritariamente de proteinas, as
quais perfazem cerca de 90% a 95% do peso seco das peconhas (Dalmora,
Vaccari, Pereira, 1992; Chaves, 2008). As proteinas toxicas presentes na
peconha das serpentes do género Bothrops podem ser classificadas de acordo
com suas caracteristicas estruturais e funcionais podendo agir tanto de forma
isolada como sinérgica quando inoculadas no organismo de suas vitimas
(Ramos, Selistre-de-Araujo, 2006). Algumas dessas proteinas exibem atividades
enzimaticas. Estas enzimas incluem fosfolipase A2 (PLA2), proteinase,
nucleotidase, fosfodiesterase e L-aminoacido oxidase (LAAO) e

metaloproteinases (MMP) que, devido a sua similaridade com a convertase de
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TNF-qa, sdo capazes de causar apoptose in vitro (Masuda et al., 1997; Takeda et
al., 2012). Em adicao as suas propriedades cataliticas, as quais podem contribuir
para a agéo digestiva do veneno, estas enzimas também induzem vérios efeitos
farmacolégicos como neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade,
hemorragia, hemdlise, efeitos pro-coagulantes e anticoagulantes (Bailey, Wilce,
2001; Kini apud Torres et al. 2003).

As enzimas PLA: catalizam a hidrolise de glicerofosfolipidios na
posicdo sn-2 da cadeia principal do glicerol liberando lisofosfolipidios e acidos
graxos (Verheijn et al. apud Koh et al. 2006; Kini, 2003). As PLA:2 estéo
agrupadas em trés familias principais: (I) citosélicas (cPLA2); (II) secretérias
dependente de Ca*? (sPLA2) e (lll) intracelulares ndo dependentes de Ca?*
(iPLA2) (Chakraborti, 2003; Balsinde et al., 2006). As PLA: isoladas dos venenos
de serpentes possuem varias bioatividades, como inducdo da motilidade de
células endoteliais, atividade antimicrobiana, anticoagulante, antitumor, inibicdo
da agregacdao plaquetaria (Xu et al., 2007). Dentre as fosfolipases dos venenos
sdo reconhecidos trés tipos diferentes: a) as classicas com acido aspartico no
carbono 49 (Asp49), a qual apresenta atividade catalitica; b) as variantes,
contendo lisina no carbono 49 (Lys49); c) variantes com serina ocupando a
posicdo 49 (Serd49), sendo estas duas Ultimas enzimaticamente inativas
(Lomonte et al., 2003; Stabéli et al., 2012).

As LAAOs sédo flavoenzimas que catalisam a desaminacao
estereoespecifica de um substrato L-aminoacido, a um a-cetoacido
correspondente, com a producdo de perdxido de hidrogénio e aménia (Du e
Clemetson, 2002). Embora a funcédo biol6gica exata das LAAO isoladas de
venenos de serpentes ndo esteja totalmente esclarecida, elas parecem estar
envolvidas na resposta alérgica inflamatéria e especificamente associadas a
danos em células endoteliais de mamiferos (Izidoro et al., 2006). Tém
apresentado também acdo citotoxica contra células tumorais, efeitos na
agregacdo plaquetaria, edema e inducdo de apoptose (Stabéli et al., 2004;
Izidoro et al., 2014).

As metaloproteases (MMP), por sua vez, sdo parte uma familia de
enzimas especializadas na degradacdo da matriz extracelular das quais as
células necessitam para manter o equilibrio necessario ao funcionamento normal

do organismo (Sternlicht & Werb, 2001). Esta familia possui mais de 20



25

proteases secretadas capazes de remodelar a arquitetura da matriz celular,
atraves da clivagem de seus principais componentes. No entanto, a sua atividade
nao se limita a uma simples alteracao fisica da matriz, uma vez que, ao clivar as
proteinas que a constituem, as MMPs séo capazes de expor dominios cripticos
e liberar peptideos biologicamente ativos que direcionam o comportamento
celular e assim contribuem para garantir um controle rigoroso do ambiente
externo (Vu, 2001; McCawley; Matrisian, 2001; Mott & Werb, 2004).

1.5 Manifestacdes clinicas ap0s acidente botropico

O género Bothrops possui ampla distribuicdo no territério nacional e
corresponde ao grupo de serpentes peconhentas mais importantes em nimero
de espécies e densidade populacional. Ha predominio dos acidentes causados
por serpentes pertencentes a este género correspondendo a cerca de 90% das
notificagbes encaminhadas ao Ministério da Saude (Oliveira et al., 2010;
Marinho, 2015).

As manifestacbes clinicas e as alteracbes dos exames
complementares dos acidentados devem-se as trés principais atividades do
veneno botrépico (tabela 5): atividade inflamatéria aguda, atividade
anticoagulante e atividade hemorragica (Luciano; Silva; Azevedo-Marques,
2009).

Tabela 5 — Principais manifestacdes clinicas do acidente brotrépico.

Acdes do veneno Manifestagdes locais Manifestagdes sistémicas
Inflamatoria Edema intenso Coagulopatia
Proteolitica local Equimose e bolhas Hemorragia
Anticoagulante Sangramentos Insuficiéncia respiratoria
Hemorréagica Infecgé@o secundaria Insuficiéncia renal aguda
Nefrotoxica Necrose Septicemia

Sindrome Choque

compartimental

Fonte: Luciano; Silva; Azevedo-Marques, 2009; Santos; Farani; Rocha, 2009.
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O efeito da peconha botropica compreende desde acdes locais e
destruicdo tecidual por acéo proteolitica do veneno no local da picada (Gutierrez
& Rucavo, 2000) até acdes sistémicas por ativacdo da cascata de coagulacao,
podendo induzir incoagulabidade sanguinea por consumo de fibrinogénio (acao
anticoagulante), liberacdo de substancias hipotensoras e lesées na membrana
basal dos capilares por acdo de diversas proteinas (agdo hemorragica), que,
associada a plaquetopenia e a alteracbes da coagulacdo promovem
manifestacdes hemorragicas, frequentes nesse tipo de acidente (Pereira; Pinho,
2001).

Inicialmente, o quadro clinico caracteriza-se por dor intensa no local
de inoculacdo do veneno que se desenvolve rapidamente ap6s a picada, e,
posteriormente, edema de carater progressivo. A patogénese dessa acao
proteolitica € complexa e decorrente da acdo de varias enzimas presentes no
veneno, dentre elas, as hialuronidades, fosfolipases A2, metaloproteinases e as
L-aminoacido oxidases (Castro, 2006). Estes efeitos estdo relacionados com
ativacao ou liberacdo de mediadores inflamatoérios, como citocinas, derivados do
acido araquidonico (leucotrienos, prostaglandinas, prostaciclinas), ativacdo do
sistema complemento e de cininas TNF-a, INF-y, IL-1 e IL-6 (Sgrignolli et al.,
2011).

A depender de vérios fatores tais como, quantidade de veneno
inoculada, idade e tamanho da serpente etc., as manifestacdes locais podem
evoluir para equimoses, lesbes bolhosas e sangramentos. Formacgdo de
abscessos com desenvolvimento de sindrome compartimental e necrose pode
levar a perda funcional ou mesmo anatémica do local do membro acometido
(Pereira; Pinho, 2001; Castro, 2006).

Insuficiéncia respiratoria, coagulacdo intravascular disseminada,
insuficiéncia renal aguda (IRA), septicemia e choque estdo entre as
complicagBes sistémicas mais comuns, tém patogénese multifatorial e estdo
entre as causas mais frequentes de morbidade e mortalidade em acidentes
botrépicos (Gutiérrez, 2002; White, 2005; Luciano; Silva; Azevedo-Marques,
2009). Dentre estas, a IRA configura-se como a principal complicacdo dos
acidentes ofidicos contribuindo para aumentar a letalidade associada a pegonha
(Santos; Farani; Rocha, 2009).
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1.6 Fisiopatologia da leséo renal aguda apés acidente botropico

O sistema renal, embora represente menos de 1% da superficie
corporal de um individuo, recebe, em repouso, fluxo sanguineo para os dois rins
correspondente a 22% do débito cardiaco ou 1.100 mL/min. Como o volume
plasmatico total é de apenas 3 litros, enquanto a taxa de filtragdo glomerular é
de cerca de 180 L/dia, o plasma pode ser filtrado e processado cerca de 60 vezes
a cada dia (Hall, 2011). Estas caracteristicas tornam o leito renal vulneravel a
acao lesiva de produtos quimicos ou biolégicos, uma vez que a superficie
endotelial glomerular é exposta as substancias tdxicas presentes na circulagéo,
e o processo de filtracdo dessas moléculas causa grande oferta de toxinas ao
tecido renal. Isto € especialmente valido para os casos de acidentes ofidicos em
gue ha absorcao da peconha para a circulacao sistémica (Castro, 2006).

Desta forma, diversas alteragBes renais ja foram descritas como
decorréncia do envenenamento ofidico, tais como glomerulonefrite, glomerulite
e nefrite intersticial, arterite e necrose tubular, necrose cortical e insuficiéncia
renal. Ainda foi descrita também a ocorréncia de hematuria, mioglobindria,
hemoglobinuria e proteindria. Entretanto, entre os demais, a mais relatada tem
sido a insuficiéncia renal aguda, importante causa de letalidade nos pacientes
gue sobrevivem a acao inicial da peconha, a qual possui patogénese multifatorial
(Castro, 2006; Sgrignolli et al., 2011).

Muitos fatores tém sido implicados na patogénese da lesao renal
induzida pelo envenenamento botropico, como vasoconstriccdo renal e
consequente isquemia renal. A etiopatogenia da lesdo renal também tem sido
atribuida a nefrotoxicidade direta da peconha, midlise, hemdlise, hipotenséo,
coagulacao capilar glomerular, acao toxica vascular e até mesmo, reacdes de
hipersensibilidade a toxina ou ao soro antiofidico (Pinho et al., 2000).

A patogénese da lesdo renal em acidentes ofidicos € complexa
envolvendo tanto a acdo direta do veneno sobre o rim como também os efeitos
inflamatorios, devido a liberagéo de varias citocinas e mediadores inflamatorios
endogenos. Histamina, cininas, eicosandides, fator de ativacdo plaquetaria,
catecolaminas e endotelina estdo entre os mediadores envolvidos na
patogénese da insuficiéncia renal aguda (IRA) induzida por venenos de

serpentes (Sgrignolli et al., 2011).
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Estudo sobre envenenamento, evidenciou que a liberacdo de
mediadores vasoativos noroepinefrina, epinefrina, dopamina, tomboxanos,
endotelinas e prostaglandinas também se encontra elevada. Sabe-se que a
fosfolipase A2 estimula eixos hipotalamo-hipoéfise, aumentando a secreg¢édo de
horménios, como a vasopressina, 0s corticosteroides e a arginina responsaveis
pelas respostas de fase aguda da leséo renal (Chisari et al., 1998).

O envenenamento de ratos pelo veneno de Bothrops asper e
Bothropoides jararaca induziram a elevacao de TNF-aq, IL- 1, IL-6, IL- 10, IFN-y
e oxido nitrico no soro desses animais. Os efeitos das citocinas e mediadores
vasoativos sao refletidos por alteragbes hemodindmicas e por resposta imune,
desempenhando um papel importante na patogénese da IRA em casos de
envenenamento por serpentes (Petricevich et al., 2000; Avila-aguiero et al.,
2001; Sitprija, 2006).

Apds uma lesdo inicial, o rim desenvolve uma resposta molecular que
determinara o destino da célula. Pelo menos, quatro destinos celulares sao
identificados na IRA: as células podem apresentar necrose; morrer por apoptose;
podem se dividir; ou se comportam indiferente ao estresse. Desta forma, a
fisiopatologia da IRA é complexa e caracteriza-se por uma proeminente resposta
molecular subjacente aos distarbios funcionais, morfolégicos e celulares
encontrados nessa sindrome. Varios genes sdo expressos em resposta ao
insulto renal inicial. Alguns genes desempenham um papel importante no
desencadeamento e na manutencdo da IRA, assim como na expressao
morfolégica da sindrome, enquanto outros tém papel decisivo na eventual
recuperacado da IRA (Vieira, 2001).

A IRA no acidente botrépico ndo costuma ser muito frequente com
incidéncia variando entre 1,6 a 5% dos pacientes acidentes (Rodriguez et al.,
2000; Bucaretchi et al., 2001). Apesar de, apos a inoculacdo, grande parte da
peconha botrépica permanecer na pele e, portanto, causar alteracdes
predominantemente locais, efeitos sistémicos como IRA podem ocorrer em uma
minoria de pacientes. Quando existe, esta é de origem multifatorial ocorre quase
sempre nas primeiras 24 horas do acidente, podendo evoluir, porém, com
reducdo do débito urinario apenas no segundo ou terceiro dia (Amaral et al, 1985;
Amaral et al., 1986). O atraso na soroterapia € considerado um importante fator

de risco para IRA, embora haja relatos na literatura de ocorréncia de IRA apesar
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da administracao do soro em tempo considerado adequado (Otero et al., 2002).
Adicionalmente, a idade parece ser também um fator importante. Alguns estudos
indicam uma maior tendéncia a IRA nos pacientes com idade elevada, com maior
mortalidade nessa populacédo. Pode-se especular que a maior susceptibilidade
a IRA apods acidente ofidico no idoso se deva a sua menor massa renal
funcionante (fisiologica, associada ao envelhecimento, ou secundaria a uma
nefropatia de base, hipertensiva, diabética ou isquémica, que sdo mais comuns
nessa populacédo) (Ribeiro; Gadia; Jorge, 2008).

Na grande maioria dos casos (cerca de 90%), a IRA no acidente
botrépico é oligurica podendo ser resultante de desidratagcdo por vomitos
frequentes e perdas para o terceiro espaco podem levar a desidratacao,
ocasionando colapso circulatorio e estado de choque, bem como também
decorrente da possibilidade de formacdo de microtrombos nos capilares renais
e da acao nefrotoxica direta do veneno (Véncio, 1988; Amaral et al., 1986).

A patogénese da leséo renal no acidente botropico ainda nédo esta
bem elucidada. Através de estudos experimentais utilizando rim isolado, foi
observado que a peconha botropica provoca toxicidade tubular renal. Outros
autores sugerem acao proteolitica direta do veneno sobre os glomérulos, que é
acompanhada de alteracdes morfologicas. No entanto, no animal intacto, outros
fatores podem indiretamente contribuir para o desenvolvimento de IRA, como
rabdomidlise e hemdlise, principalmente quando acompanhadas de hipovolemia,
além das alteracbes sobre o sistema de coagulacdo, que podem levar a
deposicao de fibrina nos capilares glomerulares. Por fim, algumas fragbes do
veneno, com capacidade de promover a ativacdo e liberacdo de mediadores
inflamatoérios que, por sua vez, sdo capazes de alterar a hemodinamica
glomerular e a taxa de filtracdo glomerular. A lesdo renal mais comum no
acidente botropico é a necrose tubular aguda, porém alguns casos evoluem com
necrose cortical bilateral (Castro, 2006; Sitprija, 2006).

Estudos com o veneno de serpente B. insulares (BiVT) e suas fracdes
em perfusédo de rim isolado mostraram uma toxicidade acentuada provocando
um quadro de insuficiéncia renal aguda com achado histologico de necrose
tubular aguda (NTA). O veneno mostrou NTA moderada, enquanto que suas
fracOes, trombina simile ndo promoveu NTA, fosfolipase A2 promoveu NTA leve;

L-aminoacido oxidase (LAAO) promoveu NTA moderada, confundindo-se com
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apoptose; e a lectina promoveu NTA mais intensa; demonstrando o potencial
toxico direto das fracBes (Braga, 2006; Braga et al., 2006; Braga et al., 2007,
Braga et al., 2008). Mello et al. (2014) demonstrou que o veneno de B. insularis
exerceu efeitos citotoxicos nas ceélulas renais do tubulo distal, MDCK, como
inducdo de morte celular, alteracdo da integridade da membrana plasmatica,
externalizacdo de fosfatidilsserina e alteracbes no potencial de membrana
mitocondrial.

A inducdo de lesédo renal aguda pelo acidente botropico também
parece estar relacionada a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO). O
pré-tratamento das células MDCK com catalase, superoxido dismutase e L-
NAME inibiu os efeitos sobre morte celular causados pela pec¢onha, indicando o
envolvimento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio nos danos causados
pelo envenenamento pela peconha de B. alternatus (Nascimento, 2008). Os
danos para as células tubulares renais causados por ERO sdo mediados por
oxidacao de proteinas, peroxidacéo lipidica, danos no DNA e a inducdo de morte
celular (Ernani et al., 2001).

1.7 A molécula KIM-1 como biomarcador precoce de lesdo renal aguda

Biomarcador pode ser definido como uma molécula que é
objetivamente medida e tem a capacidade de servir como um indicador de
processos biolégicos normais ou patolégicos, ou ainda como preditor de
resposta para uma intervencao terapéutica (Chevalier, 2004).

A creatinina tem sido utilizada como biomarcador de doenca renal
cronica (DRC) e injuria renal aguda (IRA). Mas é de conhecimento geral que a
creatinina € um marcador que se eleva tardiamente no sangue de pacientes
portadores destas condi¢bes clinicas. Desta forma, ha a necessidade de
desenvolvimento de novos métodos de monitorizacdo de pacientes com leséo
renal (Gamez-Valero et al., 2015).

Proteinas urinarias sdo capazes de fornecer informacgfes da situacéo
fisiolégica e tem o potencial para ser utilizadas como ferramentas para a
deteccdo precoce da doenca, bem como para escolha do tratamento e
monitorizagdo adequados (Lucarelli et al., 2014; Miranda, 2016).
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A KIM-1 (do inglés, kidney injury molecule-1), molécula de injdria
renal, € uma glicoproteina transmembrana com uma imunoglobulina e um
dominio mucina, mais especificamente um receptor fosfatidilserina, o qual é
expresso na membrana apical de células tubulares proximais pds-isquemia ou
injuria toxica renal (Ichimura et al., 2008; Field et al., 2014; Luo et al., 2014;
Wasung; Chawlab; Madero, 2015).

A proteina KIM-1 possui molécula completa de 104 kDa, sendo
dividida em dominio citoplasmatico e ectodominio extracelular (Figura 4)
(Ichimura; Mou, 2008). Seu ectodominio extracelular (aproximadamente 90 kDa)
é clivado pelas metaloproteinases e liberado pelas células do tubulo proximal
para urina de roedores e humanos apo0s a injaria tubular proximal renal. Durante
a injuria, a KIM-1 assume as funcdes de fagocito enddgeno e fagocita debris de
células necroticas e apoptoticas, favorecendo o reparo tecidual e restauracédo da

funcao (Ichimura et al., 2008).

Figura 4 — Modelo esquematico da molécula de KIM-1.
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Fonte: Ichimura; Mou, 2008.

Em condigdes fisiologicas, o rim normal ndo € capaz de aumentar a
expressdo da molécula KIM-1, tornando-a altamente especifica para injuria
renal, uma vez que nenhum outro 6rgdo mostrou-se capaz de alterar sua
concentracdo urinaria (Hamideh et al., 2014; Wasung; Chawlab; Madero, 2015).
Outra importante caracteristica deste biomarcador é que ele ndo é expresso pelo
rim normal. Uma vez na urina, a KIM-1 apresenta uma alta estabilidade pois nédo
sofre interferéncia do pH urinario e nem de outras variaveis (Vaidya et al., 2005).
Diante do exposto, 0 aumento precoce da expressédo de KIM-1 seletiva pelas
células tubulares proximais lesadas e a consequente liberacdo na urina séo
caracteristicas importantes que estimulam a pesquisa do KIM-1 urinario como

biomarcador de dano renal (Han et al., 2002; Bonventre, 2014).
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1.8 Justificativa

Embora as estatisticas precisas sobre a incidéncia e mortalidade
devido a acidentes ofidicos sejam escassas, estima-se que entre 1,2 e 5,5
milhdes de pessoas por ano sejam acometidas por acidente ofidico, com 25.000
a 125.000 mortes anuais, e um numero estimado de 400.000 vitimas apresentem
sequelas permanentes (Gutiérrez et al., 2016). A lesao renal aguda é uma das
mais importantes complicacdes do envenenamento botropico e tem sido relatada
como a maior complicacdo em pacientes que sobrevivem a acdo da peconha,
sendo considerada a principal causa de morte nestes acidentes (Guercio et al.,
2006; Pinho; Yu; Burdmann; 2008).

Ha mais de 90 anos, o diagndstico da injuria renal, tem sido
confirmado laboratorialmente pela medida de creatinina sérica. Embora seja
amplamente utilizado na rotina clinica, esse marcador tem limitacdes na
deteccdo precoce de danos renais (Belcher et al., 2011; Bellomo et al., 2012;
Vijayan et al., 2016), tendo em vista que seu aumento no sangue se da somente
quando 75% dos néfrons encontram-se disfuncionantes (Ware, 2015; Hsu et al.,
2014). Por estas razbes, a medida de creatinina plasméatica tem baixa
sensibilidade e especificidade para a IRA (Siew et al.,, 2011). Ademais, sua
concentracao sérica sofre influéncia do peso corpéreo, idade, sexo, raca, massa
muscular e ingestdo proteica, o que a torna um marcador pouco sensivel na
deteccao precoce da IRA (Braun et al., 2003).

Células tubulares epiteliais sdo os principais alvos dos efeitos téxicos
dos venenos (Marrota et al., 2006; Sitprija e Sitprija, 2012). A demanda por um
teste capaz de detectar os estagios iniciais da injuria renal tem estimulado a
busca de novas ferramentas diagndsticas (Kovalinka, 2014). Assim, nesse
trabalho, detectou-se os niveis de KIM-1, molécula expressa somente na
presenca de dano na célula tubular epitelial proximal, cuja funcdo parece
promover a remogdo de células apoptdticas e necroéticas, ocorrendo, portanto,
um aumento da sua expressdo no espago extracelular e na urina (Charlton,
Portilla, Okusa, 2014).

Muitos estudos visam descobrir a acdo de toxinas, bem como, o
mecanismo pelo quais estas causam seus efeitos locais e sistémicos.

Recentemente, foi demonstrado o efeito do BiVT em células renais do tubulo
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distal (Melo et al., 2014). Anteriormente, Braga (2006) demonstrou, em rim
isolado, alteracdes nos parametros de funcdo renal, especialmente na
reabsorcdo de sédio e cloreto apds exposicdo ao veneno. Neste trabalho,
estudou-se os efeitos do BIiVT em células tubulares proximais, LLC-MK2
(macaco) e HK2 (humano). Esta foi a primeira demonstracéo dos efeitos renais
do BiVT em células humanas.

Para ampliar o conhecimento sobre o mecanismo de agao do BiVT,
investigou-se também os componentes envolvidos no processo através dos
bloqueios de metaloproteinase pela enzima fenantrolina e LAAO pela enzima
catalase. Portanto, este trabalho buscou estudar e investigar, no tecido renal, os
mecanismos fisiopatologicos induzidos pelo veneno da serpente B. insularis,
com a finalidade de descoberta de uma ferramenta fisiofarmacoldgica para o

estudo da nefropatia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Elucidar a compreensdo dos mecanismos de nefrotoxicidade do veneno
da serpente Bothrops insularis (BiVT), bem como identificar um

biomarcador precoce de leséo renal aguda (LRA).

2.2 Especificos

e Estudar o papel do biomarcador KIM-1 como preditor precoce de LRA
apos exposicao ao BiVT;

¢ Identificar as altera¢des histolégicas de rins de camundongos inoculados
com o BiVT;

e Avaliar os efeitos do BiVT no contexto do equilibrio redox através de
ensaios de avaliagdo do estresse oxidativo no tecido renal;

e Identificar os efeitos do BiVT sobre a viabilidade das células tubulares
proximais renais LLC-MK2 e HK2;

e Estudar o mecanismo de morte celular induzido pelo BiVT em células
LLC-MK2;

¢ Verificar o efeito do BiVT sobre o potencial de membrana mitocondrial nas
linhagens celulares em estudo;

e Investigar o efeito do BiVT na geracao de espécies reativas de oxigénio
nas células HK2;

e Analisar a acdo das enzimas fenantrolina e catalase sobre o efeito do
BiVT nas linhagens celulares em estudo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e Substancias em Estudo

Camundongos Swiss machos com aproximadamente 30g foram
mantidos sob condi¢des controladas (25 £ 2 °C, ciclo claro-escuro de 12 horas).
Comida e agua foram fornecidas ad libitum. Foram usados animais higidos,
alimentados e bem hidratados. Foram excluidos do estudo animais nao
saudaveis, fora da faixa de peso e que ndo se adaptaram as condicfes do
biotério, como ndo aceitar a 4gua e/ou o alimento oferecidos. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal do Ceara (UFC) (n° 40/2016) em conformidade com as
diretrizes éticas.

O veneno da serpente B. insularis foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Marcos Hiraki Toyama da Universidade do Estado de S&o Paulo, Campus do
Litoral Paulista, Unidade de S&o Vicente. As enzimas catalase e fenantrolina
foram obtidas a partir de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

3.2 Delineamento Experimental

No presente trabalho, avaliou-se a nefrotoxicidade do veneno da
serpente Bothrops insularis (BiVT). O estudo foi dividido, de forma geral, em duas
fases, uma in vivo e outra in vitro.

A primeira fase, in vivo, foi realizada com o objetivo de simular um
acidente ofidico e avaliar o estabelecimento de leséo renal aguda (LRA) por meio
de determinacao bioquimica e analise histolégica, bem como avaliar o papel do
marcador KIM-1 como preditor precoce de LRA.

A segunda fase, in vitro, consistiu em ensaios de cultivo celular com
linhagens bem caracterizadas de células renais tubulares proximais
imortalizadas de macaco, LLC-MK2, e humana, HK2. O objetivo desta etapa foi
corroborar os achados da primeira fase através da analise da viabilidade celular,
do perfil de morte celular, da permeabilidade da membrana mitocondrial e da
geracdo de espécies reativas de oxigénio. Para investigar se as enzimas

metaloproteinase e L-aminoacido oxidase estavam envolvidas no efeito renal do
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BiVT, buscou-se bloquear esses componentes, através do uso das enzimas

fenantrolina e catalase, respectivamente.

3.3 Experimento in vivo

3.3.1 Grupos experimentais

Os animais foram previamente pesados e colocados em gaiolas
metabdlicas individuais. A gaiola disp6e de comedouro, bebedouro, coletor de
fezes e um Becker coletor de urina. Apds um periodo de 24 horas de adaptacao
dos animais as novas condi¢des, eles foram novamente pesados e, em seguida,
o tratamento dos grupos experimentais (n = 5 por grupo) foi iniciado. O grupo
controle recebeu apenas o veiculo de diluicdo do BiVT (dgua para injecdo) e o
grupo tratado recebeu o BiVT na concentracdo de 3,5 mg/Kg administrado por
via intramuscular (glutea) através de puncdo com agulha 13 x 4,5 G e 0s animais

forma mantidos em gaiola metabdlica por 24 horas.

3.3.2 Protocolo experimental

Durante as 24 horas em que 0S animais permaneceram na gaiola
metabdlica, foi coletada a urina em Becker contendo 6leo mineral. O contetudo
do Becker foi colocado em uma proveta graduada, na qual a urina apresentava-
se separada do 6leo mineral. A urina de 24 horas foi coletada e armazenada em
dois frascos de 1,5mL. Os frascos de urina foram armazenados em freezer -80
°C, para posterior analise laboratorial. Amostras de sangue também foram
coletadas, centrifugadas (4500 RPM durante 10 minutos) para obtencdo do
plasma e realizacédo dos testes bioguimicos.

Decorridas 24 horas da administragéo do BiVT os animais dos grupos
tratados e ndo tratados foram submetidos a nefrectomia esquerda. Para tanto,
os mesmos foram anestesiados previamente com pentobarbital sédico
(50mg/kg) e lidocaina (10mg/Kg) por via intraperitoneal. Em seguida, foi
realizada laparotomia por meio de uma inciséo na parede abdominal, com base

na linha alba, e duas incisdes perpendiculares a primeira, para facilitar a
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manipulacdo. As visceras foram rebatidas para o lado direito para visualizacao

do rim esquerdo, seguido pela sua remocgéo.
3.3.3 Mensuracéo de creatinina e KIM-1

Para mensurar a creatinina sérica e urinaria, foi utilizado um
analisador automatico (Roche Diagnostics Limited, Rotkreuz, Suisse). O

clearance de creatinina foi determinado de acordo com a férmula abaixo:

Creatina urinaria X Volume urinario de 24 h

Clearence de Creatina =
Creatina Plasmatica X 1440 minutos

O ensaio para a quantificacdo de KIM-1 na urina foi realizado por meio
da técnica Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) do tipo sanduiche,
gue apresenta uma elevada sensibilidade e especificidade, utilizando o kit da
R&D systems. O ELISA sanduiche € baseado em: (1) adicdo das amostras e do
padrédo a placa de 96 pocos, onde previamente houve a adsorcéo de anticorpos
anti-KIM-1 de rato especificos (anticorpo de captura) pelo fabricante; (2) ligacédo
da molécula de KIM-1 presente nas amostras a esses anticorpos de captura anti-
KIM-1 especificos, ligados a placa; (3) adicéo e ligacdo de anticorpos conjugados
a biotina (biotinilados) anti-KIM-1 de rato a epitopos do KIM-1 fixados nos
anticorpos de captura; (4) conjugacdo da estreptavidina ligada a enzima
(peroxidase) com a biotina dos anticorpos biotinilados; (5) e quantificacdo do
complexo biotina-estreptavidina enzima, pela avaliacdo da atividade enzimatica
da peroxidase na presenca do substrato 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB).

Por fim, essa atividade enzimatica foi medida por meio de
espectofotbmetro, utilizando 450 nm, sendo o aumento da absorbancia

diretamente proporcional a concentracéo de KIM-1 na amostra, em pg/mL.
3.3.4 Andlise histoldgica
Apds cada experimento, 0s tecidos renais removidos foram colocados

em solucéo a 10% de formol tamponado e, 24 horas apds, transferidos para uma

solucéo de etanol a 70%. ApOs o processamento de tecidos, seccbes mediana-
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sagital de 5 um em parafina foram coradas com hematoxilina-eosina, para
avaliacéo histopatolégica em Microscépio Nikon Eclipse Nis, Software Nis 4.0® e
registro fotografico.

3.3.5 Avaliacédo do equilibrio 6xido-redutor no tecido renal

3.3.5.1 Determinacao dos niveis de Malondialdeido (MDA)

A concentracdo de Malondialdeido (MDA) no tecido renal foi
determinada como um indicador da peroxidacéo lipidica utilizando o método das
substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS, do inglés, Thiobarbituric
acid reactive substances; figura 5) (Mihara et al., 1980). Fragmentos do rim
esquerdo foram homogeneizados com 1,15% de KCI, seguido pela adicdo de 1%
de &cido fosférico e de acido tiobarbitdrico 0,6%. A mistura foi incubada a 96 °C
durante 20 minutos para a formacdo de um cromdgeno cor-de-rosa. A
absorbancia foi medida por espectrofotometria a 532 nm (UV ASYS 340,
Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Os resultados foram expressos em pg/g de

tecido.

Figura 5 — Reacdo de deteccédo dos niveis de Malondialdeido (MDA) através da
reacdo de deteccdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).
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Fonte: Mihara et al., 1980.

3.3.5.2 Determinacao dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

Sob condi¢cbes oxidantes, duas moléculas de GSH doam um elétron
para cada enzima glutationa oxidada (GSSG), que pode ser reduzido novamente
para GSH pela acdo da enzima GSSG redutase (GR) (Ballatori et al., 2009;
Figura 6).
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Figura 6 — Interconversédo da glutationa em suas duas formas: reduzida (GSH) e
oxidada (GSSG) pela acdo das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px),
glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase (GR).
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Fonte: Adaptado de Ballatori et al., 2009.
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cisteinilglicina, GSH), o homogenato do tecido foi preparado com 0,02 M de

EDTA. As amostras foram misturadas ao acido tricloroacético a 50%,
centrifugado (3000 RPM, 15 min), 400 uL do sobrenadante foi adicionado a 800
ul de tampao Tris-HCI (0,4 M, pH 8,9) e 20 ul de DTNB (5, 5'-ditiobis-(acido 2-
nitrobenzédico)). Por fim, a absorbéancia foi medida por espectrofotometria a 412
nm (UV ASYS 340, Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Os resultados foram

expressos em pg/g de tecido.
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3.4 Experimentos in vitro

3.4.1 Cultura de células tubulares renais

As células epiteliais tubulares renais LLC-MK2 e HK2 foram
cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Invitrogen, EUA
composto de glutamina (580 mg/L), bicarbonato de sédio (3,7 g/L), glicose (4,5
g/L), piruvato de soédio (110 mg/L), sais inorganicos, vitaminas e outros
aminoacidos, e acrescido de penicilina (100 U/mL), estreptomicina (130 mg/L) e
soro bovino fetal (SBF) a 10% em garrafas plasticas estéreis, e mantidas em
estufa a 37 °C e 5% de CO: até atingirem confluéncia (Butler e Dawson, 1992).

Para manutencdo das células, o meio de cultivo das garrafas
confluentes foi removido, e as células foram lavadas com 3-5 mL de PBS estéril,
pH 7.4. A garrafa foi incubada com 1 mL de solugcdo de tripsina-EDTA
(0.05%/0.02%) por 5-10 minutos a 37 °C para deslocamento das células
aderidas na superficie de cultivo. Em seguida, para inativacédo da tripsina-EDTA,
foi adicionado 1mL de DMEM completo (adicionado de 10% de soro bovino fetal
— SBF), e aliquotas das suspensdes celulares obtidas foram transferidas para
novas garrafas com meio DMEM completo.

Antes de cada experimento, as células foram mantidas em meio
DMEM sem SBF por 24 horas em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C para
sincronizagdo na fase GO do ciclo celular. ApGs esse periodo, as células foram
lavadas, tripsinizadas e centrifugadas a 4000 RPM por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado, e o pellet foi ressuspenso em 1mL de meio DMEM
completo. Para plagueamento inicial dos experimentos, as células foram
guantificadas e ajustada a concentracdo para 1x10° Para quantificacao,
aliquotas foram removidas para contagem em Camara de Neubauer pelo método
de exclusao do azul de trypan (solucao a 0,1% em PBS), a concentracéo celular
foi ajustada e a suspensdo foi pipetada na concentracdo final de 1x10°

células/mL em placas de 96 pocos (figura 7).
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Figura 7 — Esquema das etapas do cultivo e tratamento das células LLC-MK2 e
HK2.
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3.4.2 Grupos experimentais

Nesta fase da pesquisa, optou-se por estudar o efeito do BiVT sobre
as linhagens celulares descritas anteriormente, bem como avaliar a participacéo
das enzimas metaloproteinase e L-aminoacido oxidase sobre estes efeitos por
meio de seu bloqueio com as enzimas fenantrolina e catalase, respectivamente.
Desta forma, os grupos experimentais foram assim divididos:

e Grupo controle: células tratadas apenas com o veiculo de
diluicdo do BiVT,;

e Grupo de células tratadas com o BIiVT isoladamente nas
concentracdes de 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,12 pg/mL;

e Grupo de células tratadas com o BiVT, na concentracdo da
IC50 encontrada, em associagdo com a enzima fenantrolina e;

e Grupo de células tratadas com o BiVT, na concentragdo da

IC50 encontrada, em associacdo com a enzima catalase.
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3.4.3 Ensaio de viabilidade celular

Foi utilizado o teste do brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) para determinacao da viabilidade das células em cultivo.
O MTT € um sal de tetrazdlio de cor amarelada, que é internalizado nas células
vidveis por endocitose e reduzido no microambiente intracelular por
desidrogenases citoplasmaticas e mitocondriais em um sal de formazan, de cor
azul violacea, insoluvel em meio aquoso. Em seguida, deve ser adicionado um
agente surfactante para solubilizacdo dos cristais formados. Os produtos finais
séo lidos por espectrofotometria a 570 nm. Dessa forma, o teste € utilizado como
um marcador da capacidade metabdlica e viabilidade celular (Liu et al., 1997;
Mosmann, 1983).

As células plagueadas foram tratadas e incubadas por 24 horas a
37°C e 5% de CO2. Como controle negativo, foi utilizado PBS estéril, pH 7.4. Em
seguida, as placas foram centrifugadas a 4000 RPM por 5 min e 100 uL de
sobrenadante foram removidos. Acrescentou-se 10 pL da solucdo de MTT
(Sigma®) a 2,5 mg/mL e a placa foi incubada por 4 horas a 37°C no escuro e,
em seguida, foram adicionados 90 puL de dodecil-sulfato de sodio (SDS) (10%
em HCI 0,01N). Apés 17 horas de incubacéo, as placas foram lidas em leitor de
placas a 570 nm (figura 8).
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Figura 8 — Esquema das etapas do ensaio de viabilidade celular.
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3.4.4 Ensaios por citometria de fluxo

O protocolo de plagueamento das células LLC-MK2 e HK2 em placas
de 24 pocos (1 mL/poc¢o) bem como o tratamento com o BiVT na concentracéo
da IC50 isoladamente e em associa¢cdo com as enzimas fenantrolina e catalase
foram realizados como anteriormente descrito neste trabalho.

Previamente, a cada experimento de citometria de fluxo, as células
foram tripsinizadas e lavadas por trés centrifugacdes subsequentes na presenca
de tampao fosfato (PBS) a 4000 RPM por 5 minutos. Com o objetivo de excluir
uma possivel associacdo dos danos celulares ao tratamento, as analises
também foram feitas em células cultivadas e tratadas em condicfes constantes
de aerobiose (37 °C e 5% de COy).

A intensidade de fluorescéncia foi medida através de citbmetro de
fluxo (FACScalibur — Becton Dickinson, S&o Paulo, SP) equipado com laser de
argonio de 15 mW resfriado a ar e operando em 488 nm.
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3.4.4.1 Avaliacéo do perfil de morte celular por marcacdo com Anexina V/7-AAD

Este método baseia-se na deteccao da fosfatidilserina (PS), que nas
células apoptoticas se transloca do interior ao exterior da membrana plasmatica.
A anexina V é uma proteina anticoagulante vascular que possui uma grande
afinidade pela fosfatidilserina. A anexina V pode ser conjugada com
fluérocromos, permitindo a identificacdo das células apoptéticas através de sua
ligacdo a fosfatidilserina na superficie celular. No entanto, a anexina V também
€ 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 7-AAD (7- Aminoactinomicina) um marcador que se internaliza somente nas
células mortas que ndo possuem a membrana intacta e se intercala no DNA
emitindo fluorescéncia (Figura 9). Este ensaio permite distinguir entre células
viaveis (Anexina-; 7-AAD-), em apoptose (Anexina+; 7-AAD-), em apoptose
tardia/necrose secundaria (Anexina+; 7-AAD+) e em necrose (Anexina-; 7-
AAD+).

Figura 9 — Esquema do ensaio de marcagdo com Anexina V/7-AAD.
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Fonte: Adaptado de Engeland et al., 1998.

Para este ensaio as células LLC-MK2 foram plagueadas em placas
de 12 pogos. Apoés 24 horas do tratamento com o BiVT na concentragéo da IC50
isoladamente e em associa¢cdo com as enzimas fenantrolina e catalase, o0 meio

de cultura foi coletado e as células aderidas a placa foram lavadas com PBS e
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tripsinizadas, e procedeu-se a marcacao seguindo as instrucdes do fabricante
Kit BD Pharmigen. Resumidamente, o “pellet” obtido apdés as lavagens e
centrifugacdo foi ressuspendido em 100uL de tampdo de ligacéo.
Posteriormente, adicionou-se 5uL de AnnV e 5ul de 7-AAD e os tubos foram
incubados durante 15 minutos a temperatura ambiente protegidos da luz, apos
este periodo adicionou-se 400 puL do tampéo de ligacéo. Por ultimo, os resultados
foram analisados por citometria de fluxo (Cytomics FC de Beckman Coulter). A
emissao de luz de excitacao 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.

3.4.4.2 Andlise do potencial transmembranico mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial foi analisado por meio da
utilizacdo do corante Rodamina 123 (Rho123) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) que marca, especificamente, a mitocondria de células vivas. O fato de ser
um fluorocromo catiénico (carregado positivamente) permite que seja atraido
pelo elevado potencial elétrico negativo presente na membrana mitocondrial,
incorporando-se no interior das organelas, emitindo fluorescéncia vermelha.
Alteracbes ao nivel da integridade mitocondrial (potencial transmembranico)
podem ser detectados em ensaios de citometria de fluxo por aumento da
fluorescéncia verde citosolica em detrimento da vermelha mitocondrial,
indicando uma difusdo da Rhol123 da mitocondria para o citosol em células
danificadas (Johnson et al., 980) (Figura 10). Desta forma, o fluorocromo
Rodamina 123 liga-se as membranas mitocondriais e inibe o transporte de
elétrons, retardando a respiracao celular. A intensidade de fluorescéncia relativa
produzida pela marcagdo de mitocéndrias ativas foi mensurada atraves do filtro
de fluorescéncia vermelha (FL2) (Yang et al., 2012).

As células LLC-MK2 e HK2 foram plaqueadas em placas de 12 pocos.
Apos 24 horas do tratamento com o BiVT na concentragéo da IC50 isoladamente
e em associacdo com as enzimas fenantrolina e catalase, as amostras foram

lavadas com PBS, tripsinizadas e o pellet de células marcado com Rodamina
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123 (concentracdo final de 10 pg/mL) por meia-hora para, em seguida, ser

processado em citbmetro de fluxo.

Figura 10 — Mecanismo de funcionamento da coloracdo utilizando o corante
fluorescente Rodamina 123 (Rho 123) e sua respectiva ligagdo a membrana
mitocondrial funcional.

s

Difusdo passaiva
Extracelular < de Rho 123

{ ]

Efluxo de Rho 123

Intracelular < \
| Ligacdo da Rho
123 a membrana
g mitocondnal

Fonte: Yang et al., 2012.

3.4.4.3 Avaliacdo da producédo de espécies reativas de oxigénio citoplasmaticas

O principio do ensaio baseia-se na introdu¢cdo da sonda né&o-
fluorescente 2',7'-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) no interior das
células, provendo um substrato oxidavel (DCFH). O DCFH-DA é um composto
estavel nao-fluorescente lipofilico que facilmente atravessa a membrana das
células. Dentro da célula, enzimas citosélicas (esterases) desacetilam o DCFH-
DA para formar a 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH) a qual, devido a sua
polaridade, fica confinada no citoplasma. Espécies reativas de oxigénio geradas
durante a explosdo respiratoria oxidam o DCFH formando a 2'.7'-
diclorofluoresceina oxidada (DCFoxi), que possui fluorescéncia verde, com
emissdo em 510-530 nm (Figura 11). A fluorescéncia verde produzida pela
formacdo de DCFoxi € proporcional & capacidade oxidativa da célula. Desta
forma a intensidade da fluorescéncia intracelular se torna uma medida dos

metabdlitos oxidativos produzidos pelas células (Bass et al., 1983).
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Figura 11 — Principio do ensaio de oxidagdo do DCFH ao DCFoxi fluorescente.
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Fonte: Adaptado de Robinson, Carter, Narayanan, 1998.

Para a incorporacdo do DCFH no interior das células HK2, 5uL
(concentracao final 100 uM) da solugédo estoque de DCFDA:2 carboxi-H em
dimetilsulféxido estéril (DMSO) foram adicionados aos pocos da placa de 24
pocos, contendo as células em cultivo, 24 horas apés o tratamento com o BiVT
na concentracdo da IC50 isoladamente e em associagcdo com as enzimas
fenantrolina e catalase (Bass et al.,, 1986). Ao término das 24 horas do
tratamento, as amostras foram lavadas com PBS, tripsinizadas e o pellet de
células processado em citdmetro de fluxo. Assim, a média de intensidade de
fluorescéncia relativa produzida durante a explosao respiratéria pela oxidacéo
do DCFH foi coletada através do filtro de fluorescéncia verde (FL1).

3.5 Ensaio por microscopia confocal

Para as ceélulas LLC-MK2 também foi realizada a avaliacdo do
potencial transmembranico mitocondrial através de microscopia Confocal. Para
tanto, as células LLC-MK2 foram plaqueadas em placas de 24 pocos. Apoés 24
horas do tratamento com o BiVT na concentracdo da IC50 isoladamente e em
associacdo com as enzimas fenantrolina e catalase, as amostras foram lavadas
com PBS, tripsinizadas e o pellet de células marcado com Rodamina 123
(concentracgao final de 10 pg/mL) por meia-hora, em seguida foram montadas as

laminas e realizada a leitura no microscopio confocal ZEISS LSM 710.
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3.6 Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos como media + erro padrdo da média
(SEM). Para comparacao estatistica entre os grupos experimentais, foi utilizado
test t de Student ou one-way ANOVA seguido pelo post-test de Bonferroni
quando apropriado. As correlagdes foram realizadas utilizando o coeficiente de
correlacdo de Pearson. Como critério de significancia foi aceito p < 0,05. As
analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism5.0
(EUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimentos in vivo

Com o intuito de mensurar os niveis dos biomarcadores renais, bem
como avaliar as alteragBes no tecido renal por meio de andlise histolégica apos
a exposicao do BiVT, camundongos foram inoculados com 3,5 mg/Kg de BiVT
ou com veiculo de diluicdo. Apés um periodo de 24 horas em gaiola metabdlica,
0 sangue e a urina foram coletadas para mensuracdo dos niveis de creatinina
plasmatica e creatinina urinaria, bem como do clearance de creatinina.

Foi observado um aumento da creatinina plasmatica e uma reducao
do clearance de creatinina quando comparado o grupo tratado com o BiVT ao
grupo controle (figuras 12A e 12C), o que pode inferir-se que estes dados séo
compativeis com o estabelecimento de lesdo renal aguda de acordo com a
definicdo de Nunes et al. (2010). Nao houve diferenca estatistica significativa na

medida da creatinina urinaria (figura 12B).
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Figura 12 — Mensuracao de biomarcadores classicos de funcéo renal.
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Creatinina plasmatica (A), creatinina urinaria (B) e clearance de creatinina (C). Os
experimentos foram realizados com n=5, e 0s dados expressos como concentracao
média + EPM ou volume médio por minuto + EPM. Para analise estatistica, foi utilizado
Teste t de Student. CT = controle negativo, BiVT = Veneno total de Bothrops insularis.
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O sistema renal tem a funcdo de eliminar do corpo o material
‘indesejado” que ndo é mais necessario ao organismo. A remocao deste material
acontece em intensidades varidveis por meio de um processo continuo de
filtracdo glomerular que pode atingir um fluxo de até 180 L/dia. Uma vez que o
volume liquido do sangue € de cerca de 3 L, todo plasma é filtrado em média 60
vezes a cada 24 horas. Tal fato, torna o leito renal bastante vulneravel a acao
local de toxinas presentes no sangue. Um provavel exemplo disso € a leséo renal
gue se desenvolve apods acidente botropico e que se configura como a principal
causa de morte dentre os pacientes que sobrevivem a acdo da peconha
(Sgrignolli et al., 2011).

Previamente, Braga (2006) demonstrou, em modelo de perfuséo de
rim isolado, reducéo da pressado de perfusao, resisténcia vascular renal, fluxo
urinario, ritmo de filtragcdo glomerular e reducdo dos transportes de sodio e
cloreto ap0s administracdo do BiVT.

Insuficiéncia renal aguda (IRA) tem sido definida como perda rapida
da funcado renal, com azotemia (elevacdo de ureia e creatinina), entretanto, o
termo lesdo renal aguda (LRA) vem sendo proposto em substituicdo a IRA por
ser mais amplo, abrangendo desde pequenas alteracdes na funcdo renal até
mudancas que necessitam de terapia de substituicdo renal (Nunes et al., 2010).

As LRAs graves podem ser detectadas por meio de marcadores
convencionais de funcéo renal tais com ureia e creatinina, mas para detectar
uma LRA leve é necessario um marcador mais sensivel e especifico que os
marcadores de funcédo renal tradicionais (Kaucsar, 2016). Um marcador ideal
para as doencas renais deve ser especifico para cada porcdo do néfron,
permitindo a diferenciacdo das causas de LRA, bem como de lesdo glomerular
aguda, correlacionando-se a achados histolégicos. Além disso, devem ter a
capacidade de identificar as causas da LRA de forma precoce e predizer as
futuras complicacdes através de métodos rapidos, faceis, confiaveis, de baixo
custo e nao invasivos (Sabbisetti; Bonventre, 2012; Tesch, 2010). Uma das
principais limitacdes que impedem o progresso clinico tem sido a incapacidade
de prever, com precisao, e identificar precocemente a LRA (Peres, 2014).

Neste trabalho, buscou-se identificar um novo biomarcador associado
a LRA que possa contribuir para detectar precocemente a suscetibilidade para o

desenvolvimento de disfungéo renal apds acidente ofidico.
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4.1.1 Nivel urinéario de KIM-1

A busca de novos biomarcadores capazes de detectar precocemente
a lesdo renal antes do desenvolvimento de LRA tem sido um grande desafio
(Mccullough et al., 2013), eles podem fornecer importantes informacdes sobre o
estado patoldgico e o local de origem da leséo, contribuindo para estratégias de
manejo terapéutico, e descoberta de mecanismos fisiopatoldgicos (Sabbisetti;
Bonventre, 2012). Os novos biomarcadores sdo agrupados como marcadores de
leséo glomerular e leséo tubular, ou de acordo com o mecanismo de dano renal:
estresse oxidativo, inflamagéo e fibrose renal (Sabbisetti; Bonventre, 2012;
Tesch, 2010).

Os marcadores urinarios podem ser proteinas ou enzimas expressas
de forma constitutiva nas células tubulares renais ou podem ser marcadores
induziveis, isto é, produtos de genes cuja transcricdo/traducao € ativada na lesédo
tubular como exemplos a gelatinase neutrofilica associada a lipocalica (NGAL),
IL-18, a proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1) e a molécula de lesao renal
(KIM-1) (Koyner et al., 2010; Lisowska-Myjak, 2010; Ko et al., 2010).

No presente estudo, foram dosados os niveis de KIM-1 na urina de 24
horas dos animais mantidos em gaiola metabdlica tratados com o BiVT (figura
13).
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Figura 13 — Niveis urinarios de KIM-1.
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Os experimentos foram realizados com n=5, e 0os dados expressos como razéo
de massa de KIM-1 e creatinina urinaria + EPM. Para analise estatistica, foi
utilizado Teste t de Student, p<0,05; CT = controle negativo, BiVT = Veneno total
de Bothrops insularis.

De acordo com analise da figura anteriormente exposta, vé-se que 0
BiVT elevou significativamente os niveis da KIM-1 sugerindo uma provavel lesao
renal tubular proximal.

Na correlagdo de Pearson, o KIM-1 teve uma correlag&o positiva com
o indicador de LRA, a creatinina plasmaética (r = 0,805, p < 0,016), como mostra
a tabela a sequir.

A Figura 14 correlaciona a creatinina plasmatica com o KIM-1 urinario,
mostrando que ambos sdo diretamente proporcionais, ou seja, quanto maior o

valor da creatinina, maior o valor do KIM-1.
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Figura 14 — Correlacéo linear de Pearson entre KIM-1 urinario e creatinina
plasmatica de camundongos decorridas 24 horas de inje¢do intramuscular do
veneno da serpente Bothrops insularis.
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Tendo r = 0,805 e p <0,016.

E importante reconhecer que alteracbes nas concentracbes de
creatinina e ureia séricas refletem principalmente mudancas funcionais em
filtracdo e n&o séo verdadeiros "marcadores de leséo renal'. Sabe-se que a
creatinina sofre influéncia da massa muscular e de outros fatores o que torna
seu uso na deteccdo da lesédo renal aguda, discutivel. Ademais, a picada de
serpente pode ocasionar lesdo muscular local podendo alterar os niveis sérios
deste marcador (Bonventre, 2009).

A KIM-1 é uma proteina do epitélio renal que atua convertendo as
células tubulares proximais renais em fagdécitos. Sua expressdo nao é
mensuravel nas células do tubulo proximal normal; entretanto, € marcadamente
regulada por processos induzindo lesé@o e/ou desdiferenciacéo. Ela € altamente
expressa no dominio apical da célula e seu ectodominio é clivado e é estavel,
sendo excretada na urina. Sua presencga na urina é altamente especifica como

um marcador ndo invasivo para lesdo renal. Nenhum outro 6rgdo tem sido
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demonstrado como capaz de liberar KIM-1 em um nivel que pudesse influenciar
a excrecdo renal e tem sido mais sensivel que a ureia e creatinina como um
marcador para a lesdo num grande numero de estudos pré-clinicos com um largo
namero de insultos renais, incluindo diversas toxinas (Ichimura et al., 2004; Van
Timmeren et al., 2006; Prozialeck et al., 2007; Perez-Roja et al., 2007; Zhou et
al., 2008; Jost et al., 2009).

Foi recentemente demonstrado por Pedrosa (2015) que a KIM-1
urinaria tem potencial para demonstrar LRA precocemente nos pacientes
submetidos a quimioterapia nefrotoxica, além de prever recuperacdo completa

ou nao da LRA.

4.1.2 Analise histolégica

O termo Lesdo Renal Aguda (LRA) é utilizado para refletir todo o
espectro de insuficiéncia renal aguda (IRA), reconhecendo que um declinio
agudo da funcéo renal é frequentemente secundario a uma lesdo que provoca
alteracdes funcionais ou estruturais nos rins (Fliser et al., 2012).

Apés a coleta do material biolégico para determinagdo do marcador
classico e do novo biomarcador renal, os rins dos animais foram removidos e
enviados para analise histolégica com o intuito de correlacionar os resultados
bioquimicos obtidos com a avaliacdo do dano tecidual renal direto induzido pelo
BiVT.

Conforme observado nas figuras 15, 16, 17 e 18, ndo houve nenhuma
alteracdo no tecido renal dos animais do grupo controle, enquanto nos grupos
tratados foi observado no coértex renal, tumefacdo mesangial, degeneracédo e
tumefacdo glomerulares, degeneracdo hidrépica, tumefacdo tubular, edema
intersticial além de congestéo e atrofia intraglomerulares. Na medula foram
visualizadas as seguintes alteracfes: infiltracdo de células inflamatorias,
pequenos vasos congestos, degeneragdo tubular hidrépica com secrecdo da
proteina Tamm-Hosrsfall; e no intersticio, presenca de células inflamatorias.

Esses dados sugerem toxicidade do BiVT sobre o tecido renal.



56

Figura 15 — Fotomicrografia das alteracfes histolégicas induzidas pelo veneno
de Bothrops insularis em rins de camundongos.

Legenda: (A) Grupo Controle mostrando cortex renal e glomérulos normais
(aumento 100X); (B) grupo tratado com o BiVT mostrando atrofia glomerular —
reduzido de tamanho (seta preta) e congestdo glomerular — regido mais
eosinofilica (cor de rosa; seta verde). Coloracdo de Hematoxilina-Eosina, 400x.
Microscopio Nikon Eclipse Nis, Software Nis 4.0®.
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Figura 16 — Fotomicrografia das alteracfes histolégicas induzidas pelo veneno
de Bothrops insularis em rins de camundongos.

Legenda: (A) Grupo Controle mostrando cortex renal e glomérulos com
arquitetura normais (aumento 100X) e (B) grupo tratados com o BiVT mostrando
tumefacdo mesangial (dentro do glomérulo células mesangiais tumefeitas
juntamente com o tufo de capilares; seta preta), degeneragéo hidropica tubular
(células tubulares com citoplasmas mais claros; setas vermelhas) Coloracao de
Hematoxilina-Eosina, 400x. Microscépio Nikon Eclipse Nis, Software Nis 4.0®.



58

Figura 17 — Fotomicrografia das alteracfes histolégicas induzidas pelo veneno
de Bothrops insularis em rins de camundongos.

B)

Legenda: (A) Grupo Controle mostrando cortex renal e glomérulos com
arquitetura normais (aumento 100X) e (B) grupo tratado com o BiVT mostrando
degeneracdo e tumefacdo glomerulares (seta azul), tumefacéo tubular (células
tubulares inchadas ou edemaciadas com pouca luz tubular; seta laranja), edema
intersticial (seta verde) e infiltrado intersticial (seta amarela). Coloragdo de
Hematoxilina-Eosina, 400x. Microscopio Nikon Eclipse Nis, Software Nis 4.0°.
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Figura 18 — Fotomicrografia das alteracfes histolégicas induzidas pelo veneno
de Bothrops insularis em rins de camundongos.
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Legenda. (A) e (B) mostrando medula renal (aumento 400X) de grupos tratados
com o BiVT com infiltrado de células inflamatérias (setas pretas), pequenos
vasos congestos (setas azuis), degeneracédo tubular hidrépica com secrecéo da
proteina Tamm-Horsfall (setas verdes) e vasos congestos (seta laranja); (C)
mostrando intersticio de grupos tratados com o BiVT (aumento 200X) com
presenca de infiltrado inflamatorio (seta vermelha). Coloracao de Hematoxilina-
Eosina. Microscépio Nikon Eclipse Nis, Software Nis 4.0®.

Os rins sao particularmente vulneraveis a acdo de toxinas por causa
de seu alto fluxo sanguineo e sua capacidade de concentrar substancias na
urina. Alteracdes morfolégicas celulares no rim podem ser provocadas por
substancias quimicas, as quais sdo importantes causas de adaptacdes, lesdo e
morte celular (Arauco et al., 2007).

A tumefacdo celular, também caracterizada como degeneracéo
hidrépica ou vacuolar, edema celular ou inchacéo turva, € consequéncia da
entrada de agua na célula devido a alteracédo da permeabilidade da membrana
celular. O edema celular ocorre quando ha alteracdo no equilibrio ibnico, com
entrada de sddio, devido a diminuicdo na producéo de energia (ATP), as células
tornam-se levemente granuladas e vacuolizadas. Insuficiéncia de ATP pode ser
decorrente de dano mitocondrial. A tumefacdo € um tipo de lesdo que ocorre
principalmente nos rins, figado e miocéardio. Nos rins, os tubulos tém a luz
diminuida e irregular, as vezes com o citoplasma danificado. A célula fica com

volume aumentado, organelas espacadas e nucleo intacto, sem deslocamento.
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As células com nucleos palidos ou fragmentados ja estdo sofrendo necrose.
Macroscopicamente o rim fica com peso aumentado, e o parénquima torna-se
saliente quando a cépsula é cortada. Em microscopia eletronica € possivel
observar-se dilatacdo do reticulo endoplasmatico e mitocéndrias. Uma
tumefacao tardia pode ser observada no processo de morte celular por apoptose
enquanto a tumefagéo precoce é observada na necrose (Ferrari, 2000).

Foi demostrado que injecdo intravenosa do veneno da B. jararaca
causou extensos depoésitos de trombos de fibrina e necrose tubular aguda
(Burdmann et al., 1993). Em ratos, a injecdo do veneno total da B. moojeni
causou injuria glomerular com mesangiolise, microaneurismas e alteracées na
membrana basal glomerular associada a proteinaria (Boer-lima, Gontijo, Cruz-
hofling; 1999). Em rim isolado, o veneno da B. insularis alterou a arquitetura renal
provocando focos de necrose tubular aguda, provavelmente por toxicidade direta
(Braga, 2006).

A necrose tubular aguda é uma leséo irreversivel do epitélio tubular
renal (Alpers, 2005) com duas etiologias potenciais. A isquemia, nos casos de
insuficiéncia circulatéria renal como a que ocorre no choque hipovolémico pela
diminuicdo do fluxo sanguineo renal; e a lesdo toxica direta do epitélio de
revestimento tubular, no caso de intoxicagdes quimicas, como nos
envenenamentos (Kumar; Abbas; Fausto, 2005).

A proteina de Tamm-Horsfall € uma glicoproteina (mucoproteina),
proteina matriz de varios cilindros, secretada pelas células tubulares distais e da
alca de Henle, compreende cerca de um terco ou mais da excrecdo normal de
proteinas na urina. Tendo em vista que a fisiopatologia da nefrotoxicidade &
multifatorial, varios fatores contribuem para a deterioracédo da funcéo renal como
a obstrucdo tubular acarretada pela co-precipitacdo com as proteinas de Tamm-
Horsfall (Andrade, Seguro, 1997).

Os cilindros encontrados na urina tém na sua composicao a proteina
de Tamm-Horsfall. A classificagéo dos cilindros é feita conforme sua composi¢ao
e aparéncia a microscopia Optica sendo: hialinos, compostos apenas por
proteinas de Tamm-Horsfall, ocorrem em desidratacdo, exercicios fisicos
intensos, ou associados a proteindria glomerular; hematicos, compostos de
glébulos vermelhos, mostrando origem glomerular, como nas glomerulonefrites

e vasculites; algodonosos, compostos de leucocitos, como nas inflamacdes
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parenquimatosas; lipoides, ocorrem em casos de proteinUria maci¢a, como nas
sindromes nefroticas; granulares, compostos por células epiteliais tubulares,
restos celulares associados a debris, caracteristicos de pacientes com necrose
tubular aguda, lesdo mais frequente na histologia apds envenenamento

botrépico (Martins; Scalabrini Neto; Velasco, 2006; Marrota et al., 2008).

4.1.3 Avaliacédo de altera¢c6es no equilibrio 6xido-redutor no tecido renal

Os marcadores da peroxidacdo lipidica, como o malondialdeido
(MDA), estédo elevados no plasma e na urina dos pacientes com insuficiéncia
renal. O MDA faz parte das substancias reativas ao acido tiobarbitarico, TBARS
(do inglés: Thiobarbituric acid reactive substances), que sao formadas como um
subproduto da peroxidacéo lipidica (Kil et al., 2014). Desta forma, a concentracao
de Malondialdeido (MDA) no tecido renal foi determinada como um indicador da
peroxidagdo lipidica utilizando o método das substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) (Mihara et al., 1980).

No presente trabalho, o BiVT aumentou significativamente os niveis
de MDA no tecido renal em relacdo ao grupo controle, representando, portanto,
um aumento da peroxidacdo lipidica neste sitio (figura 19). Em condicdes
patolégicas, as espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo produzidas em
guantidades excessivas, induzindo peroxidacéao lipidica, inativacdo de enzimas
antioxidantes, quebra de DNA, ativacdo de leucécitos, danos em células
endoteliais e producéo de citocinas, fatores esses que contribuem para danos
teciduais (Kim, Jang, Park, 2010).
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Figura 19 — Niveis teciduais de malondialdeido.
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Os experimentos foram realizados com n=5, e 0os dados expressos como razéo
de massa de MDA por grama de tecido £+ EPM. Para analise estatistica, foi
utilizado Teste t de Student, p<0,05; CT = controle negativo, BiVT = Veneno total
de Bothrops insularis.

Os danos para as células tubulares renais causados por ERO sao
mediados por oxidacdo de proteinas, peroxidacao lipidica, danos no DNA e a
consequente inducdo de morte celular (Ernani et al., 2001). A lesdo renal
aumenta a transducdo do sinal para producdo de éxido nitrico (NO). Mesmo
pequenas quantidades de NO produzida reagem rapidamente na presenga de
altas concentragdes de superoxido (O27), formando o radical livre peroxinitrito
(ONOQO-e). Os principais alvos dos EROs nas células sdo as proteinas contendo
grupamento sulfidril, o DNA e os lipidios, principalmente aqueles constituintes da
membrana fosfolipidica, resultando em aumento da permeabilidade celular e
alteracdo da funcgéo renal com perda de sua arquitetura e funcdo (Devarajan,
2006).

Radicais superoxidos e seus produtos de reducdo, tais como o
peroxido de hidrogénio (H202) e, principalmente, o radical hidroxila (OH"), sdo
alguns dos responsaveis pela leséo celular, promovendo a peroxidacao lipidica,
com lesdo das mitocondrias, lisossomos, degradacdo do colageno e da propria
membrana celular, levando a morte das células (Bussmann et al., 2014; Shimo
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et al., 2011). Quando tais alteracdes se processam no tecido renal, promovem
aumento da permeabilidade tubular com perda das fun¢des de transporte, bem
como reducao da fosforilagdo oxidativa mitocondrial e liberacéo inapropriada de
enzimas liticas lisossémicas, que acelerariam o processo de degradacéao celular,
com consequente diminuicdo da funcdo renal (Ernani et al., 2001; Bonventre,
1993), desta forma, o estresse oxidativo, que corresponde a producao de
radicais livres sobrepujando a defesa antioxidante, provoca uma rapida
degeneracéo da funcéo da célula tubular renal.

Estudos recentes tém demonstrado que a formacdo de ERO
desempenha um papel na fisiopatologia inicial da LRA. Niveis aumentados de
TBARS apo6s isquemia renal tém sido descritos como marcador de estresse
oxidativo (Kadkhodaee et al., 2014; Najafi et al., 2014). No parénquima renal,
células tubulares, células glomerulares e o0s macréfagos sdo geradores
potenciais de EROs (Galle, 2001). Ademais, sabe-se que o envenenamento
botrépico ativa uma cascata de liberacdo/ativacao de mediadores inflamatorios
no tecido renal, os quais podem amplificar a geracao de EROs (Rodrigo; Rivera,
2002).

Baixas concentracdes de GSH tecidual podem ser interpretadas como
evidéncia de desequilibrio redox (Wu et al.,, 2004); portanto, o ensaio de
dosagem da glutationa reduzida (y-glutamil-L-cisteinilglicina, GSH — glutationa
peroxidase) é uma ferramenta utilizada para avaliar desequilibrio redox em
tecidos vivos. Neste trabalho, foi vista uma reducdo nos niveis de GSH em
relagdo ao grupo controle, indicando uma possivel reducdo da atividade
enzimatica antioxidante no tecido renal apés envenenamento botrépico (figura
20).
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Figura 20 — Niveis teciduais de glutationa peroxidase.

*p<0,05vs. CT

&~ (op}
] ]

N
|

GSH (nmol/mg de proteina)

CT BiVT

Os experimentos foram realizados com n=5, e 0os dados expressos como razéo
de massa de GSH por grama de tecido + EPM. Para andlise estatistica, foi
utilizado Teste t de Student, p<0,05; CT = controle negativo, BiVT = Veneno total
de Bothrops insularis.

Algumas situacdes geradoras de estresse oxidativo incluem:
ativacdo de fagocitos (neutréfilos, macréfagos, mondécitos e eosinoéfilos) por
microorganismos, hiperdxia, alguns xenobidticos, radiacado ionizante, isquemia e
exercicio fisico extenuante. Ongajooth et al. (1996) avaliaram a peroxidacao
lipidica, a concentracdo de elementos trago de enzimas antioxidantes em
pacientes urémicos, com diferentes niveis de creatinina sérica e observaram que
0os niveis de MDA estavam aumentados nos pacientes urémicos e que a
atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase e catalase estava
reduzida, bem como os niveis de zinco e vitamina E, 0 que sugere a presenca
de um estresse oxidativo na faléncia renal.

Na inativacdo de um agente oxidante ocorre producdo de GSSG
(Glutationa oxidada) e deplecdo de GSH. Em situa¢cdes em que o sistema de
oxidoreducdo estad integro, haverd recuperacdo da GSH. Entretanto, sob
condi¢cOes de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor,
havera desequilibrio entre o consumo de GSH e a producdo de GSSG, o que

caracteriza 0 estresse oxidativo. A proporgdo entre as duas espécies
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(GSH/GSSG), reflete a capacidade da célula em responder ao ataque oxidativo
(Janiques et al., 2014).

Yoshimura et al. (1996) verificaram uma reducédo nos niveis de RNAm
da GSH-Px e correlacionaram este fato a faléncia renal. A peroxidacao lipidica
persiste com a evolucdo da doenca renal (Biasioli et al., 1996). Lucchi et al.
(1993) observaram que pacientes com reduzida depuracdo de creatinina
apresentaram maiores niveis de dienos conjugados no plasma e tecido adiposo,
mostrando que ha um aumento do estresse oxidativo com a progressdo da
doenca. Pinto et al. (2012) mostraram que h& participacdo da liberacdo de
mediadores inflamatérios e geragéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por
células tubulares na LRA induzida pela sepse além de lesdo endotelial com
disfuncdo hemodinamica, caracterizando-se como uma associacdo de
vasoconstricdo renal de origem hemodindmica e inflamatoria. Efeitos
semelhantes podem ser observados no acidente botropico com alteractes
hemodindmicas como resultado do sequestro de fluidos para o local da picada,
de sangramento ou da liberac&o de substancias vasoativas como os mediadores
inflamatorios (Pinho; Yu; Burdmann, 2008).

Além das EROs promoverem respostas inflamatérias agudas e
cronicas, também atuam nas acdes hemodindmicas renais, prejudicando as
propriedades de permeabilidade glomerular seletiva, induzindo respostas de
crescimento desordenado ou aberrante, causando a perda do fendtipo celular e
apoptose (Ferreira, 1994; Yu, 1994).

4.2 Experimentos in vitro

Braga (2006), estudando os efeitos do BiVT em modelo de rim isolado,
observou que houve uma reducao nos parametros eletroliticos relativos ao sodio
e ao cloreto; e queda no clearance osmético. Uma vez que a reabsorcédo dos
eletrdlitos se da mais ao nivel de tubulo proximal, foram utilizadas, neste estudo,
duas linhagens de células renais do tubulo proximal; LLC-MK2, células tubulares
proximais de macaco Rhesus, e HK2, células imortalizadas do tubulo proximal

renal humano.
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4.2.1 Ensaios Com Células LLC-MK2

A linhagem de células LLC-MK2, estabelecida em 1955 (Hull; Cherry;
Tritch, 1962), corresponde a células epiteliais de rim macaco Rhesus (Macaca
mulata). Estas células constituem uma linhagem com caracteristicas
morfolégicas e funcionais semelhantes as células de tubulo proximal de
mamiferos e tém sido muito utilizadas na investigacdo de uma variedade de
processos celulares, incluindo o transporte epitelial e resposta celular a agentes

toxicos.

4.2.1.1 Avaliacao de Viabilidade Celular

As células LLC-MK2 foram cultivadas na concentracdo de 1,0 x 10°
céls/mL e tratadas com o BiVT nas seguintes concentragées: 3,12; 6,25; 12,5;
25; 50 e 100 pg/mL. A atividade citotoxica foi avaliada pelo ensaio de MTT
decorridas 06, 12 e 24 horas apoés incubacdo das células com as substancias

em estudo (figura 21).
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Figura 21 — Efeito citotoxico do veneno de Bothrops insularis sobre células LLC-
MK2.
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Viabilidade celular apos 6 (A), 12 (B) e 24 horas (C) de incubagcédo como o BiVT.
Dados expressos como média + EPM (n=5) e analisados por ANOVA, com p0s-
teste de Bonferroni, *p < 0,05; CT = controle negativo.
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O BIiVT apresentou efeito citotdéxico, caracterizado pela reducao
significativa da viabilidade celular, na concentra¢de de 100 pg/mL apos 6 horas
de incubacédo, com IC50 = 164,00 (Figura 21A). Ap6s 12 horas de incubacéo o
mesmo efeito foi observado nas concentracdes 50 e 100 pg/mL com IC50 =
67,03 (Figura 21B). Decorridas 24 horas de incubacao, a citotoxicidade foi vista
nas concentragcoes de 25, 50 e 100 pg/mL com IC50 = 116,20 (Figura 21C),
sendo observado também um aumento do percentual de viabilidade das células
nas concentracdes de 3,12 e 6,25 pg/mL quando comparada ao grupo controle.
Estes resultados corroboram aqueles encontrados na avaliacdo dos efeitos do
BiVT in vivo expostos anteriormente.

O modo de acao do veneno de serpentes tem sido caracterizado com
base em estudos das citotoxinas que o constituem. Estas citotoxinas apresentam
varios efeitos fisioldgicos, 0s quais sao principalmente regulados para modificar
a estrutura e funcdo da membrana celular, entretanto esta modificacdo pode
gerar danos irreversiveis e ocasionar a morte da célula (Gasanov; Dagda; Rael,
2014).

Em analise transcriptdnica do veneno total da serpente Bothrops
insularis, entre as fracdes identificadas, a metaloproteinase corresponde a maior
parcela, representando um percentual de 23,30% do veneno total (Valente et al.,
2009).

No presente trabalho, avaliamos a participacdo desta fracdo na
citotoxicidade do BiVT sobre a linhagem celular renal LLC-MK2. Para tanto,
incubou-se estas células durante um periodo de 24 horas, nas mesmas
condicBes e concentracfes descritas anteriormente, com o BiVT em associacao
com a enzima fenantrolina, um inibidor especifico da metaloprotease (Figura 22).
De acordo com a figura 22, a adicdo de fenantrolina néo foi capaz de bloquear o

efeito citotdxico do mesmo.
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Figura 22 — Acéo da fenantrolina sobre o efeito citotdxico do veneno de Bothrops
insularis sobre células LLC-MK2.
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Dados expressos como média + EPM (n=5) e analisado por ANOVA, com pos-
teste de Bonferroni, *p < 0,05 vs CT; #p < 0,05 vs BiVT; CT = controle negativo,
BiVT = veneno de Bothrops insularis, Fen = fenantrolina.

A matriz extracelular (MEC) € uma mistura de macromoléculas como
coladgeno, proteoglicano, fibras elasticas e glicoproteinas ndo-colagénicas, que
s&o automodelaveis e oferecem suporte mecanico para 6rgéos e tecidos. E a
MEC que, dependendo do contexto, controla diferentes processos celulares
como o0 crescimento, morte, migracdo, adesdo, expressdo génica e
diferenciacdo. Estes eventos participam dos processos fisiolégicos como o
embrionario, formacao tecidual, angiogénese, transformacéo e metastases em
processos tumorais e seu controle é feito através de um sinal de transducéo da
MEC para as células, o qual mediado por receptores de integrina que
desempenham um papel chave na organizacdo dos componentes do
citoesqueleto. Por conseguinte, uma alteracédo importante na adeséo focal induz
uma variedade de respostas celulares, que podem levar a morte celular
programada. Assim, a presenca de proteases exodgenas que degradam a matriz
extracelular pode resultar em citotoxicidade celular (Corréa, 2005; Sanchez et
al., 2007; Gabriel et al., 2012). Entretanto, o blogueio da acéo desta enzima néo
alterou a citotoxicidade do BiVT.

Metaloproteinases isolados a partir de venenos de serpentes (MPVS)

também podem degradar as proteinas da MEC e interferem em varios processos
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interativos entre as células e a matriz extracelular, por meio da inibicdo de
receptores de integrina. MPVS s&o responsaveis por alguns dos efeitos locais e
sistémicos da peconha que estdo relacionados a protedlise dos principais
componentes da matriz extracelular. Contudo, a atividade desta enzima nao se
limita a uma simples alteracdo fisica da matriz, uma vez que, ao clivar as
proteinas que a constituem, as MMPs s&o capazes de expor dominios criticos e
liberar peptideos biologicamente ativos que direcionam o comportamento celular
(Vu, 2001; McCawley; Matrisian, 2001; Mott & Werb, 2004; Furtado;
Nepomuceno, 2012).

Oliveira (2008) avaliou a expresséo de MMP durante os processos de
degeneracdo e regeneracdo do musculo gastrocnémico apds inducdo de
inflamacdo e lesdo tecidual local por uma miotoxina isolada do veneno da
serpente Bothrops pauloensis. Seus resultados mostraram que houve um
aumento na expressao da MMP e esta enzima parecia estar agindo como um
estimulo pro-inflamatério, induzindo a producéo e liberacdo de citocinas pelas
células inflamatédrias e pelas células satélite, 0 que representa um importante
papel no processo inflamatorio e, consequentemente, na evolucdo da lesao
tecidual local e da regeneracéo. Foi observado também, neste trabalho, que a
fenantrolina promoveu um blogueio do aumento da viabilidade celular induzida
por baixas concentracfes do BiVT (figura 22).

Outro componente citotéxico importante dos venenos de serpentes é
a enzima L-aminoé&cido oxidase (LAAO). Entretanto, a funcao biol6gica exata das
LAAOs isoladas de venenos de serpentes ndo esta totalmente esclarecida. Elas
parecem estar envolvidas na resposta alérgica inflamatéria e especificamente
associadas a danos em células endoteliais de mamiferos. Tem sido
demonstrado também sua acdo bactericida, leishmanicida, citotéxica contra
células tumorais, efeitos na agregacdo plaquetaria, edema e inducdo de
apoptose (Stabéli et al., 2004, 1zidoro et al.,2006; Izidoro et al., 2014).

Em algumas espécies de serpentes a LAAO constitui mais de 30% do
total de proteinas presente no veneno (Zeler, 1977; Ponnudari, Chung, Tan,
1994). Embora a fracdo LAAO corresponda a uma percentagem menor que 2%
da composicdo do BiVT (Valente et al.,, 2009), optou-se por avaliar sua
participacdo nos efeitos descritos do BiVT sobre as células LLC-MK2 uma vez

que Braga (2006) demonstrou uma importante acédo desta enzima na atividade
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toxica do BiVT em modelo de rim isolado. Para tanto, incubou-se estas células
com o veneno total na presenca da enzima catalase que é um inibidor da fracao
LAAO. Utilizou-se as mesmas concentragdes descritas anteriormente por um

periodo de incubacéo de 24 horas (figura 23).

Figura 23 — Acado da catalase sobre o efeito citotéxico do veneno de Bothrops
insularis sobre células LLC-MK2.
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Dados expressos como média £+ EPM (n=5) e analisado por ANOVA, com pos-
teste de Bonferroni, *p < 0,05 vs CT; #p < 0,05 vs BiVT; CT = controle negativo,
BiVT = veneno de Bothrops insularis, Cat = catalase.

Neste grupo experimental, houve uma reducdo significativa da
atividade citotoxica do veneno total e reducéo da proliferacdo celular observada
nas menores concentracdes estudadas do BiVT.

Conforme citado anteriormente, Braga (2006) observou que a fracao
LAAO do BiVT, dentre outras estudadas, foi a que apresentou um efeito mais
préximo daquele produzido pelo veneno bruto em modelo de rim isolado, com
reducdo dos parametros vasculares, funcionais renais, da reabsorcédo de
eletrolitos e do clearance osmotico em modelo de rim isolado, além da moderada
producdo de necrose tubular aguda caracterizando seu papel importante na
atividade toxica do BiVT. O mesmo autor cita ainda que estes efeitos podem
estar relacionados a atividade da LAAO em promover a liberacédo de H202— uma

espécie reativa de oxigénio — e seus mediadores, associada a sua capacidade
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de promover apoptose, uma vez que esta teria a mesma representacao
morfolégica da necrose tubular aguda.

Diversas LAAOs tém sido purificadas e caracterizadas e a analise das
mesmas tem revelado diferencas entre seu peso molecular, substrato de acao,
interacao plaquetaria, inducéo de hemorragia, apoptose e outras caracteristicas
(Tempone et al., 2000; Ali et al., 2000). Foi demonstrado que LAAOSs isoladas de
veneno de serpentes sdo capazes de induzir morte celular por necrose e
apoptose, quando incubadas com células em meio de cultura (Wei et al., 2007)
ou ainda por deplecao da concentracdo de aminoacidos essenciais do meio de
cultivo (Ande et al., 2006). Apesar destas diferencas, alguns autores afirmam
que o mecanismo geral de toxicidade destas enzimas esta baseado na geracéo
de quantidades citotoxicas de H202 (Torii; Naito; Tsuruo, 1997). Foi também
observado que células submetidas ao estresse oxidativo induzido pelo perdxido
de hidrogénio podem ativar proteinas do choque térmico e iniciar uma
desorganizacdo da membrana e/ou citoplasma celular, fragmentacdo do DNA,
apoptose e, por conseguinte, morte celular (Izidoro et al., 2006; Izidoro, 2007).

A producédo de EROs ap6s dano celular pode ser um dos fatores de
inducdo de lesdo irreversivel e morte das células. Entretanto, nestas, ha um
sistema de defesa antioxidante constituido por sistemas enziméticos e nao
enzimaticos (Galle, 2001). Os sistemas enzimaticos incluem enzimas como
superéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, entre outras que agem
especificamente contra EROs através de reacdes em cadeia culminando na
reducdo da ocorréncia de danos oxidativos (Razvickas et al., 2013; Wu et al.,
2004). Desta forma, pode-se sugerir que a enzima catalase quando incubada
com o BiVT promoveu um efeito citoprotetor por bloguear a acdo da fracdo
LAAO. Estes resultados evidenciam a provavel participacéo da fracdo LAAO no
mecanismo de citoxicidade do BiVT.

4.2.1.2 Avaliagéo do Perfil de Morte Celular

Para determinar as alteragdes induzidas pelo BiVT nas células LLC-
MK2, foi realizada a deteccao da externalizagcéo de fosfatidilserina e da perda de
permeabilidade de membrana utilizando como marcadores, respectivamente,

Anexina V-FITC e 7-AAD (7-Aminoactinomicina) por meio de leitura em
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citometria de fluxo. Este € um método de analise de particulas, as quais passam
individualmente por um feixe de luz, permitindo a verificacdo de diversos
parametros, tanto morfolégicos quanto funcionais, a partir da ocorréncia de
disperséo da luz e emisséo de fluorescéncia de comprimento de onda especifico.

Apos um periodo de 24 horas de exposicdo ao veneno, as células
foram submetidas a analise no citbmetro. A concentracdo do veneno utilizada foi
aquela obtida como IC50 (116,20 pg/mL) pelo método de MTT apds 24 horas
incubacdo destas células com o mesmo (figuras 24 e 25). Para avaliar a
participacéo da fracdo MPVS e LAAO nos resultados obtidos, incubou-se o BiVT

em associagdo com as enzimas fenantrolina e catalase, respectivamente.

Figura 24 — Dotplot do efeito do veneno de Bothrops insularis sobre células LLC-
MK2, determinado por citometria de fluxo, na auséncia e na presenca das
enzimas fenantrolina e catalase.
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Legenda: Quadrante inferior esquerdo: células viaveis (ndo-marcadas);
guadrante inferior direito: células marcadas com Anexina V; quadrante superior
esquerdo: células marcadas apenas com 7-AAD; quadrante superior direito:
células marcadas duplamente com 7-AAD e Anexina V-FITC. Controle positivo
foi tratado com ciclofosfamida 200ug/mL; CT = controle positivo, BiVT = veneno
de Bothrops insularis, Fen = fenantrolina, Cat = catalase.
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Figura 25 — Efeito do veneno de Bothrops insularis sobre a externalizagéo da
fosfatidilserina em células LLC-MK2, determinado por citometria de fluxo, na
auséncia e na presenca das enzimas fenantrolina e catalase.

A) 100-
* Il CT
80- 1 BIiVT
S 6o
w
o)
§ 40
L
20 .
O_ T I'—| _I -I'—|
NM AX TAAD DM
Marcadores
B 1001 _
) * ] BiVT
80- 1 BiVT + Fen
2 Bl BiVT + Cat
< 60+
[7p]
S
g 401
w
20
* * %
* *
ol I .- P
NM AX 7AAD DM
Marcadores

A) Comparacao do percentual de células marcadas com o 7-AAD, anexina V-
FITC e a dupla marcacdo do grupo controle em relacdo ao grupo tratado com o
BiVT. B) Comparacao do percentual de células marcadas com o 7-AAD, anexina
e a dupla marcacgéo do grupo tratado com o BiVT isoladamente e em associacéo
com as enzimas fenantrolina e catalase. Dados expressos como média + EPM
(n=5) e analisado por ANOVA, com poés-teste de Bonferroni, *p < 0,05 vs BiVT.
As culturas nao tratadas foram utilizadas como controle negativo. Culturas
tratadas com ciclofosfamida (200 pg/mL) foram utilizadas como controle positivo
na inducdo de apoptose; NM = n&o marcadas, CT = controle positivo, BIVT =
veneno de Bothrops insularis, Fen = fenantrolina, Cat = catalase, DM = dupla
marcagao.
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Em células tratadas com o BiVT foi verificado um aumento significativo
em relacdo ao grupo controle do percentual de células marcadas por 7-AAD,
dado que sugere que houve perda de permeabilidade da membrana e morte
celular por necrose. Nao houve diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle quando da marcacdo isolada com Anexina V-FITC nem da dupla
marcagao com Anexina V-FITC e 7-AAD (figura 25A).

No grupo tratado com BIiVT na presenca da fenantrolina houve
reducdo das marcacdes isoladas com Anexina V-FITC e 7-AAD e aumento da
dupla marcacao em relacdo ao grupo tratado apenas com o BiVT. Este resultado
sugere uma mudanca no perfil de morte celular de necrose para a associagao
de necrose com apoptose tardia (figura 25B).

Para o grupo tratado com o BiVT na presenca da catalase, foi
observada reducao das marcacoes isoladas com Anexina V-FITC e 7-AAD, sem
alteracao significativa da dupla marcagdo quando comparado ao grupo tratado
apenas com o BiVT, ndo havendo, portanto, mudanca no perfil de morte celular,
evidenciando ainda um perfil de morte celular apenas necrético, embora tenha
sido observada uma diminuicdo da citotoxicidade do BiVT (figura 25B).

A fosfatidilserina € um componente fosfolipidico, normalmente
mantido no folheto interno, o lado citosélico, das membranas celulares, por uma
enzima denominada translocase aminofosfolipideo ATP. Quando uma célula
sofre uma lesdo que induz um processo de morte celular por apoptose, este
inicia-se pela translocacéo da fosfatidilserina para a face externa da membrana
celular. A exposicao da fosfatidilserina parece comecar durante as fases
precoces da apoptose — enquanto a membrana celular continua intacta — até os
estagios finais, nos quais a célula se fragmenta, formando os corpos apoptoticos
(Engeland et al., 1998). Dessa forma, a externalizacao da fosfatidilserina e a
ligacdo de anexina V sdo evidéncias de apoptose (Mochizuki et al., 2003). A
fosfatidilserina no folheto externo na membrana plasmatica inicia uma cascata
para que a fagocitose ocorra, impedindo a lise celular e a liberacdo de antigenos
intracelulares, evitando desta forma, uma resposta inflamatoria.

O 7-AAD € um corante vital que se liga ao DNA das células, no
entanto, é incapaz de penetrar em membrana celular integra. Uma vez que no
processo de necrose ha perda da integridade da membrana celular, o

aparecimento de células marcadas unicamente com 7-AAD indica um perfil de
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morte celular por necrose. Contudo, células em processo de apoptose tardia sdo
marcadas duplamente por anexina V e 7-AAD visto que se encontram no estagio
final de desintegracao celular.

A resposta a injaria de células tubulo-intersticiais em muitas formas
de doenca renal inclui alteracdo no numero celular (alteracdo na relacéo
morte/proliferacdo celular) e hipertrofia (Shankland; Wolf, 2000). Diferentes
padrdes de morte celular podem estar envolvidos no processo de citotoxicidade
induzida por venenos. O conhecimento dos mecanismos citotoxicos dessas
substancias € de grande importancia no entendimento da fisiopatologia dos
acidentes ofidicos e de suas complicacbes sistémicas. A elucidacdo desses
mecanismos permite a interferéncia em alguns pontos de suas vias de
sinalizacdo podendo auxiliar no diagnéstico precoce bem como no
desenvolvimento de farmacos e estratégias terapéuticas mais eficazes (Garcia,
Lewis, 2003).

A citotoxicidade de venenos botrépicos foi demonstrada em outras
linhagens celulares. Em estudos feitos por Jorge et al. (2011), o veneno da B.
pauloensis, B. diporus e B. pirajai apresentaram atividade citotoxica em células
tumorais, sendo o mecanismo citotoxico relacionado tanto a necrose como
apoptose. Avaliando a citotoxicidade da peconha de Bothrops alternatus em
células MDCK, Nascimento et al. (2007) verificaram reducao da viabilidade
celular, cujo mecanismo de morte celular deu-se predominantemente por
necrose e possivelmente através da acdo das espécies reativas de oxigénio.

Segundo Ande et al. (2006) os mecanismos de citotoxicidade
induzidos pelas LAAOs envolvem apoptose, necrose ou ainda deplecdo da
concentracdo de aminoacidos essenciais do meio de cultura. O mecanismo de
apoptose estaria relacionado com o0 desenvolvimento de alteracdes
morfoldgicas, bioquimicas e moleculares que levariam a célula a morte, ja o
processo de necrose estaria relacionado com a acdo direta do peroxido de
hidrogénio sobre a membrana plasmatica da célula.

O mecanismo geral de toxicidade associado a LAAO esta baseado na
geracdo de quantidades citotoxicas de H202, um tipo de espécie reativa de
oxigénio (Torii; Naito; Tsuruo, 1997). Previamente foi demonstrado, neste

estudo, que houve aumento das EROs em tecido renal de camundongos apés
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injecdo intramuscular do BiVT, corroborando os achados com as células LLC-
MK2.

4.2.1.3 Avaligdo do potencial transmembranico mitocondrial

Nesse ensaio, as células foram tratadas com o BiVT (116,20 pg/mL)
na auséncia e na presenca das enzimas fenatrolina e catalase para avaliagdo do
potencial transmembranico mitocondrial (figuras 26, 27 e 28). Em seguida foram
incubadas com a rodamina 123 (Rho 123), corante fluorescente especifico que
se acumula especificamente no espaco intermembrana mitocondrial de células
vidveis. A reducdo da emissdo de fluorescéncia na organela é indicativa de
diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial, 0 qual € uma caracteristica
sugestiva da ocorréncia de apoptose pela via intrinseca, levando a uma reducéo

do acumulo de Rho 123.

Figura 26 — Histograma representativo da analise do potencial transmembranico
mitocondrial, determinado por citometria de fluxo, de células LLC-MK2 tratadas
com o veneno de Bothrops insularis na auséncia e na presenca das enzimas

fenantrolina e catalase.
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Os picos representam a contagem de eventos (células) que apresentam a
respectiva fluorescéncia. CT = controle positivo, BiVT = veneno de Bothrops
insularis, Fen = fenantrolina, Cat = catalase.

Na figura 26 foi verificada uma reducgéo da emissao de fluorescéncia
guando comparados 0s grupos tratados ao grupo controle; pela analise da figura
27 foi evidenciado que esta reducao € estatisticamente significante. Nao houve

diferenca estatistica significativa entre os grupos tratados com o BiVT associado
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a fenantrolina e com o BIiVT isoladamente; entretanto, houve um aumento da
fluorescéncia observado para o grupo tratado com o BiVT associado a catalase
que foi estatisticamente significante em relacdo ao grupo tratado apenas com o
BiVT. Esse dado mostra, mais uma vez, um provavel envolvimento da fracao
LAAO na nefrotoxicidade induzida pelo BiVT, embora seu percentual neste
veneno seja bastante reduzido quando comparado a outras espécies de
serpentes de mesmo género. De Morais (2015) demonstrou que a fracdo LAAO
do veneno da serpente Bothrops leucurus induziu hiperpolarizagéo mitocondrial

nas células MDCK.

Figura 27 — Avaliagao do potencial transmembrénico, determinado por citometria
de fluxo, em células LLC-MK2 tratadas com o veneno de Bothrops insularis na
na auséncia e na presenca das enzimas fenantrolina e catalase.
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Dados expressos como média £+ EPM (n=5) e analisado por ANOVA, com p0s-
teste de Bonferroni, *p < 0,05 vs CT; #p < 0,05 vs BiVT; CT = controle negativo,
BiVT = veneno de Bothrops insularis, Fen = fenantrolina, Cat = catalase.



80

Figura 28 — Medida do potencial transmembranico mitocondrial de células LLC-
MK2 tratadas com o veneno de Bothrops insularis na auséncia e na presenca
das enzimas fenantrolina e catalase.
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Imagens obtidas por microscopia confocal; CT = controle negativo, BiVT =
veneno de Bothrops insularis, Fen = fenantrolina, Cat = catalase.

De acordo com a figura 28 foi observada uma reducédo do acumulo de
rodamina nas células tratadas com o BiVT evidenciando uma perda da funcao
mitocondrial. Este efeito foi parcialmente bloqueado pela catalase. A fenantrolina
nao foi capaz de bloquear este efeito.

As mitocbndrias podem ser danificadas por aumento do calcio
citosdlico, por EROs e privacdo de oxigénio, sendo sensiveis a virtualmente
todos os estimulos nocivos, incluindo hipoxia e toxinas. E comum a lesdo

mitocondrial resultar na formacao de um canal de alta condutancia na membrana
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mitocondrial, chamado de poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial. A
abertura desse canal determina a perda do potencial de membrana da
mitocondria e alteracdo do pH, resultando em falha da fosforilagdo oxidativa e
deplecdo progressiva do e ATP, culminando na necrose da célula. As
mitocdndrias contém também varias proteinas que ativam as vias apoptoticas,
incluindo o citocromo c. O aumento da permeabilidade mitocondrial pode resultar
em extravasamento dessas proteinas para o citosol e morte por apoptose
(Kumar et al., 2013).

4.2.2 Ensaios Com Células HK2

As células HK2 sdo uma linhagem imortalizada proveniente do tabulo
proximal renal humano (ATCC 2290). De acordo com testes bioquimicos
realizados, fenotipicamente, estas células HK2 guardam as mesmas
caracteristicas das células tubulares de adultos normais. Em especial, foi
demonstrado 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 apontam esta linhagem celular como
uma ferramenta experimental para o estudo da fisiopatologia renal bem como
para mecanismos de leséo e reparacdo ao nivel da célula tubular (Romiti et al.,
2008; Verzola et al., 2014).

4.2.2.1 Avaliacao de Viabilidade Celular

Células HK2 foram cultivadas na concentracdo de 1,0 x 10° céls/mL e
tratadas com o BiVT nas seguintes concentracoes 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100
pg/mL. O efeito citotoxico foi avaliado pelo ensaio de MTT decorridas 24 horas
apos incubacao das células com as substancias em estudo.

O BIiVT apresentou efeito citotoxico, caracterizado pela reducdo
significativa da viabilidade celular, nas concentragcbes de 25, 50 e 100 pg/mL

apos 24 horas de incubagéo (Figura 29).
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Figura 29 — Efeito citotoxico do veneno de Bothrops insularis sobre células HK2.
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Dados expressos como média £ EPM (n=5) e analisado por ANOVA, com p0s-

teste de Bonferroni, *p < 0,05; CT = controle negativo.

Para este tipo celular também foi avaliado o efeito da metaloprotease

sobre a toxicidade do BiVT, através da incubacdo concomitante deste com a

enzima fenantrolina por um periodo de 24 horas nas concentracdes ja

mencionadas anteriormente. Na presenca da fenantrolina houve inibi¢do parcial

da citotoxidade promovida pelo BiVT conforme mostra a figura 30.
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Figura 30 — Acéo da fenantrolina sobre o efeito citotdxico do veneno de Bothrops

insularis sobre células HK2.
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Dados expressos como média + EPM (n=5) e analisado por ANOVA, com pos-
teste de Bonferroni, *p < 0,05 vs CT; #p < 0,05 vs BiVT; CT = controle negativo,
BiVT = Veneno total de Bothrops insularis, Fen = fenantrolina.

Para avaliar a participagédo da fragdo LAAO na acdo do BiVT sobre as

células HK2, incubou-se este, has mesmas concentracdes jA mencionadas, por

um periodo de 24 horas, juntamente com a enzima catalase. Na presenca dessa

enzima também foi observado bloqueio parcial do efeito citotoxico do veneno

total (figura 31).
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Figura 31 — Agéo da catalase sobre o efeito citotoxico do veneno de Bothrops
insularis sobre células HK2.
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Dados expressos como média + EPM (n=5) e analisado por ANOVA, com pos-
teste de Bonferroni, *p < 0,05 vs CT; #p < 0,05 vs BiVT; CT = controle negativo,
BiVT = Veneno total de Bothrops insularis, Cat = catalase.

Ambas as fracdes inibiram parcialmente a acao citotdxica do
veneno, contudo um efeito mais pronunciado foi observado para a enzima
catalase, o qual corrobora o papel preponderante da LAAO em comparacao a
metaloprotease no efeito citotoxico do BiVT sobre as células HK2.

Quando comparada a acédo do BiVT em relagdo as duas linhagens
celulares utilizadas nesse estudo, LLC-MK2 e HK2, observa-se que a agéo
citotoxica do BiVT foi mais pronunciada sobre as células HK2. Tal dado sugere
gue as células HK2 sdo mais sensiveis a acdo do BiVT. A enzima fenantrolina
em associacdo com o BiVT apresentou efeito divergente em relacdo as duas
linhagens celulares em estudo, ndo sendo observada alteragéo estatisticamente
significante em relacdo a citotoxicidade do BiVT sobre as células LLC-MK2,
porém houve reducdo da mesma sobre as células HK2 na presenca desta
enzima. A catalase apresentou efeito semelhante em ambas as linhagens
celulares quando comparada a acéo isolada do BiVT.

Proteinas do veneno de serpentes do género Bothrops ja foram
detectados nos glomérulos, tdbulos proximais e distais, tecido vascular e
perivascular, sugerindo que as toxinas se ligam as estruturas renais onde,

provavelmente, exercem uma acado nefrotoxica direta. De acordo com esta
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observacéo, foi demonstrado que o veneno de B. alternatus é citotoxico para
células MDCK em cultura e causa extensas alteracfes do citoesqueleto destas
células induzindo comprometimento da interacdo célula-matriz extracelular
(Nascimento et al., 2007). Sabe-se que metaloproteinases sdo enzimas que
degradam a matriz extracelular e estdo envolvidas na patogénese da LRA por
lesé@o isquémica (Kaneto et al, 2012).

De Morais et al. (2013) demonstrou que o veneno da Bothrops
leucurus induziu nefrotoxicidade no rim isolado de rato, associado com
citotoxidade em células tubulares renais. Em estudo posterior, 0 mesmo grupo
observou que a fragdo LAAO deste veneno induziu morte celular de maneira
concentracéo dependente sobre as linhagens celulares MDCK e HK2 em ambas
as linhagens e ensaio de liberacdo de LDH e marcacdo com Anexina V/IP
sugerem gue a morte celular ocorreu por necrose e apoptose (De Morais et al.,
2015). Entretanto, vale ressaltar que a LAAO é o maior componente protéico do
veneno da Bothrops leucurus enquanto corresponde a menos de 2% dentre as
fracOes toxicas do BiVT, ja a fragcdo metalopreteinase corresponde a 23%.

Naumann et al. (2011) estudaram varios aspectos da LAAO isolada
do veneno de Bothrops leucurus, concluindo que essa enzima, apresenta
caracteristicas de uma citotoxina. Entretanto, o mecanismo funcional e a
correspondente base estrutural da atividade dessa flavoproteina ainda requerem
estudos aprofundados. O conhecimento do mecanismo de acdo dessa e de
outras toxinas animais nos da uma melhor compreensdo dos mecanismos de

envenenamento.

4.2.2.2 Avaliagéo do Perfil de Morte Celular

Uma vez que o BiVT apresentou efeito citotoxico sobre as linhagens
celulares em estudo nos ensaios de viabilidade celular pelo método de reducéo
do MTT, buscou-se avaliar o perfil de morte celular. Para tanto, o método
escolhido foi a avaliagdo do potencial transmembréanico mitrocondrial e liberacéo
de espécies reativas de oxigénio citoplasmaticas.

Neste ensaio, as células foram tratadas com o BiVT isolado na
concentracdo da IC50 encontrada (26,88 pg/mL) e em associagdo com as

enzimas fenatrolina e catalase para avaliacdo do potencial transmembranico
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mitocondrial. Em seguida foram incubadas com a rodamina 123 (Rho 123),
corante fluorescente especifico que se acumula especificamente no espaco
intermembrana mitocondrial de células viaveis. Os dados apresentados foram
obtidos por citometria de fluxo. As figuras 32 e 33 mostram a andlise qualitativa

e guantitativa, respectivamente.

Figura 32 — Histograma representativo da analise do potencial transmembranico
mitocondrial, determinado por citometria de fluxo, de células HK2 tratadas com
o veneno de Bothrops insularis na auséncia e na presenca das enzimas
fenantrolina e catalase.
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Os picos representam a contagem de eventos (células) que apresentam a
respectiva fluorescéncia. BiVT = veneno de Bothrops insularis, Fen =
fenantrolina, Cat = catalase.
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Figura 33 — Avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial, determinado
por citometria de fluxo, de células HK2 tratadas com o veneno de Bothrops
insularis na auséncia e na presencga das enzimas fenantrolina e catalase.
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Dados expressos como média + EPM (n=5) e analisado por ANOVA, com pos-
teste de Bonferroni, *p < 0,05 vs CT; #p < 0,05 vs BiVT; CT = controle negativo,
BiVT = veneno total de Bothrops insularis, Fen = fenantrolina, Cat = catalase.

O BiVT reduziu a emisséo de fluorescéncia de forma estatisticamente
significante quando comparado ao grupo controle. O bloqueio da acédo da
metaloprotease pela enzima fenantrolina exacerbou o efeito observado para o
BiVT isodamente, ao passo que, a catalase mostrou um resultado oposto, com
aumento da emisséo de fluorescéncia. Este resultado sugere que a LAAO do
BiVT teria grande participagdo na génese de danos mitocondriais.

A fisiopatologia da LRA envolve multiplos eventos celulares que
causam danos aos tubulos proximais renais. Por exemplo, lesdo nos tubulos
proximais resulta na desorganizacdo do citoesqueleto apical de actina,
redistribuicdo desta e de outras proteinas, colapso das microvilosidades da
borda em escova, perda da polaridade celular, e perda da adeséo de células-

matriz, facilitando a secrecdo de células na luz tubular. Além disso, estas
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alteracbes podem resultar na morte das células tubulares proximais por
apoptose e necrose, levando a areas de perda do epitélio tubular com exposi¢ao
da matriz extracelular e degradacdo da mesma. Recrutamento de leucdcitos e
processo inflamatério também sdo mediadores importantes da insuficiéncia renal
aguda nestes casos. Tendo em vista que a matriz extracelular € um dos
principais alvos de acdo da enzima metaloproteinase, percebe-se que a mesma
pode desempenhar papel importante na génese em muitos desses eventos
(Kaushal et al., 2013).

O mecanismo de citotoxicidade desencadeado pela LAAO ainda nao
esta completamente esclarecido. Hipdteses postulam que LAAO liga-se
diretamente a superficie celular, promove a liberacdo de H202 que se acumula
nesta area em uma concentracao relativamente mais elevada, e a apoptose seria
desencadeada pela oxidacdo de membrana. Contudo, evidéncias experimentais
sugerem que 0 mecanismo de apoptose induzido por LAAO é distinto daquele
causada pelo H202 exdgeno (Chunmei et al., 2012).

Alteracbes no potencial de membrana mitocondrial podem ser
consequéncia do aumento de espécies reativas de oxigénio ou aumento do
calcio citosolico. Na via intrinseca da apoptose, ou via mitocondrial, os estimulos
gerados no interior da célula levam a ativacéo de proteinas pro-apoptoéticas. Em
seguida, ocorre a ruptura do potencial transmembranico mitocondrial, fazendo
com que ocorra um influxo de ions e ao mesmo tempo a liberacdo de proteinas
pré-apoptéticas como o citocromo c para o citosol (Jeong et al., 2015). De Morais
et al. (2015) demonstraram que LAAO isolada do veneno da B. leucurus induziu
hiperpolarizacdo mitocondrial em células MDCK. Alguns trabalhos sugerem que
o potencial de membrana mitocondrial aumenta apo6s inducdo de apoptose,
iniciada por EROs, calcio, Bax e ceramidas (Liu et al., 2013).

Desta forma, resolveu-se investigar a participacdo de espécies

reativas citoplasmaticos na a¢éo antiproliferativa do BiVT em células HK2.

4.2.2.3 Avalicao da Liberacéo de Espécies Reativas de Oxigénio Citoplasmaticas

Espécies reativas de oxigénio sdo parte integrante das vias de
transducao de sinais, “maquinario” celular que regula o processo de morte da

célula bem como seu estado redox. Entretanto, sua producdo excessiva pode
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danificar lipidios, proteinas e até mesmo o DNA. Estudos apontam que diferentes
condigBes patologicas como leséo renal cronica, hipertensao arterial sistémica e
diabetes apresentam as células tubulares renais como o alvo inicial para a
génese do dano renal definitivo (Verzola et al., 2014; Zhu et al., 2015).

Foi utilizada a técnica do DCF-DA com o objetivo de analisar a
producdo de ERO individualmente em cada célula em cultivo através da técnica
de citometria de fluxo. O DCFH-DA é um composto néo fluorescente que dentro
da célula forma a 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH) a qual, devido a sua
polaridade, fica confinada no citoplasma. EROs geradas durante a explosao
respiratéria oxidam o DCFH formando a 2',7'-diclorofluoresceina oxidada
(DCFoxi), que possui fluorescéncia verde a qual pode ser mensurada por
receptores de fluorescéncia (FL1).

As células HK2 foram cultivadas por 24 horas com o BiVT na
concentracédo da IC50 (26,88 pg/mL) isoladamente e em associacdo com as
enzimas fenantrolina e catalase. As analises qualitativa e quantitativa dos

resultados obtidos sdo mostradas nas figuras 34 e 35, respectivamente.
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Figura 34 — Histograma representativo da liberacdo de EROs, determinada por
citometria de fluxo, em células HK2 tratadas com o veneno de Bothrops insularis
na auséncia e na presenca das enzimas fenantrolina e catalase.
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Figura 35 — Liberacdo de EROs, determinada por citometria de fluxo, em células
HK2 tratadas com o veneno de Bothrops insularis na auséncia e na presenca
das enzimas fenantrolina e catalase.
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Dados expressos como média + EPM (n=5) e analisado por ANOVA, com pos-
teste de Bonferroni, *p < 0,05 vs CT; #p < 0,05 vs BiVT; CT = controle negativo,
BiVT = veneno total de Bothrops insularis, Fen = fenantrolina, Cat = catalase.

Quando feitas as analises, foi possivel perceber que as mudancas
foram estatisticamente significantes quando se compara o controle negativo com
0S grupos tratados, ou seja, 0 aumento da fluorescéncia de DCFoxi indica que
houve aumento da producdo de ERO. Adicionalmente, no grupo tratado com
BiVT, a deteccdo de fluorescéncia relacionada a producdo de ERO aumentou
significativamente, resultados concordantes com a dosagem de MDA e GSH
teciduas expostos anteriormente neste trabalho.

Em estudo realizado para avaliar o efeito da hipéxia em células
musculares estriadas esqueléticas, percebeu-se através da técnica de DCF que
os danos causados estavam relacionados com a producédo de ERO e, sobretudo,
da despolarizacdo da membrana mitocondrial, diminuindo os niveis de GSH,
causando um desequilibrio na razdo GSH/GSSH e também aumentando a
producdo de MDA (Puntel et al., 2011).
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Carlotti e colaboradores correlacionaram a formacdo de ERO com
consequente comprometimento mitocondrial através da utilizacdo da rodamina,
como demonstrado neste trabalho (Carlotti Junior; Colli; Kazuo, 2001).

Sabe-se que as ERO podem ser geradas por diversos mecanismos,
principalmente pelo sistema NADPH-oxidase e também através da mitocondria.
O processo de hipoxia leva a um desequilibrio na cadeia respiratoria
mitocondrial, resultando em acumulo de elétrons e subsequente formacao de
ERO, cuja producdo excessiva pode levar a danos teciduais diretos,
principalmente morte celular programada (Maianski et al., 2004).

Observou-se que tanto o grupo tratado com fenantrolina quanto
aguele tratado com catalase ainda mostraram um aumento estatisticamente
significativo na producdo de EROs quando comparados ao grupo controle;
entretanto, ambos reduziram de forma significativa a producdo de EROs quando
comparados ao grupo tratado com o BiVT isoladamente. Este resultado sugere
gue, ambas as enzimas, MPSV e LAAO do BiVT, contribuem para a geracao de
EROs, embora a sua producdo ainda continue elevada mesmo com o blogueio
da acdo das mesmas.

Algumas toxinas purificadas de venenos do género Bothrops sé&o
capazes de reproduzir os efeitos renais obtidas com o veneno total. Estudos com
perfusdo de rim isolado demonstraram que as fracdes LAAO (Braga et al., 2008),
lectinas do tipo C (Braga et al., 2006), fosfolipase A2 (Barbosa et al., 2005;
Evangelista et al., 2010) e trombina simile (Braga et al., 2007) alteram os
parametros de funcao renal. A técnica de perfusdo de rim isolado também
confirmou a nefrotoxicidade tubular aguda direta de venenos do género
Bothrops. Em estudo para avaliar as alteracdes renais ap0s injecao sistémica de
baltergin em ratos, uma metaloproteinase purificada a partir do veneno de B.
alternatus, foram observadas na andlise histologica discretas alteracfes na
arquitetura renal. Entretanto, em altas doses, baltergin foi capaz de provocar
congestionamento, hemorragia subcapsular e infiltrado inflamatério, porém néo
houve deteccdo de necrose tubular. Tais dados indicam que diferentes toxinas
atuam em sinergia para produzir a LRA que é observada em animais tratados

com veneno total (Gay et al., 2009).
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5 CONCLUSAO

Apos a realizacao de experimentos in vivo e in vitro, pode-se concluir
que:

e O aumento do nivel de KIM-1 urinario indica que ha uma acao
toxica e lesiva do veneno de Bothrops insularis ao nivel das células tubulares
proximais de camundongos e corrobora seu papel como biomarcador precoce
de lesé&o renal;

e O BIVT causou dano no tecido renal com aumento da geracao de
espécies reativas de oxigénio;

¢ Houve inducéo de necrose pelo BIVT em células renais tubulares,
LLC-MK2, e células renais humanas do tdbulo proximal, HK2, com o
envolvimento de disfuncdo mitocondrial e geracdo de espécies reativas de
OXigénio;

¢ Fenantrolina e catalase bloquearam parcialmente a acéo citotoxica
do veneno, mostrando o envolvimento das fracdes metaloproteinase e L-
aminoécido oxidase nos efeitos do BiVT, provavelmente agindo de forma

sinérgica, porém com mecanismos distintos de inducédo de leséo celular renal.
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