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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 € mais ou menos
Do que nGs queremos
SO nés somos sempre
Iguais a nos 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 coragéo.
Os deuses sao deuses
Porgue néo se pensam.

Ricardo Reis



RESUMO

No mundo, existem cerca de 3.000 espécies de serpentes das quais 10 a 14% sdo peconhentas.
Dentre os paises sul-americanos, o Brasil é 0 que apresenta maior nimero de acidentes/ano
com cerca de 20.000 acidentes ofidicos por ano. De acordo com o Ministério da Saude, as
serpentes do género Bothrops sdo as principais envolvidas nos acidentes ofidicos no pais e a
insuficiéncia renal aguda (IRA) é uma complicacdo grave dos envenenamentos produzidos
por estas serpentes. Tendo em vista que a fragdo L-aminoacido oxidase (LAAOQ) constitui
grande parte da composicéo total do veneno de serpentes, em algumas serpentes chegando a
constituir mais de 30% do total de proteinas do veneno, neste trabalho, foram investigados os
efeitos renais da fracdo L-aminoacido oxidase isolada do veneno da serpente Bothrops
marajoensis (LAAOBM) em sistema de perfusdo de rim isolado e em cultura de células
tubulares renais da linhagem MDCK (Madin-Darby Canine Kidney). Para perfusdo de rim
isolado foram utilizados ratos Wistar pesando entre 250 e 300g, cujos rins foram excisados
cirurgicamente e perfundidos com solucdo de Krebs-Hanseleit contendo 6%p/v de albumina
bovina previamente dialisada. Foram investigados os efeitos da LAAOBM (10 pg/mL; n=4)
sobre a Pressdo de Perfusdo (PP), Resisténcia Vascular Renal (RVR), Fluxo Urinario (FU),
Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG), Percentual de Transporte Tubular Proximal de Sddio
(%pTNa"),Percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNa"), de Potassio (%TK") e de
Cloreto (%TCI"). As células MDCK foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 10% v/v de Soro Bovino Fetal e entdo incubadas com a LAAOBM nas
concentracdes de 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,652 pg/mL. Apds 24 horas de incubacéo,
foram realizados os ensaios de viabilidade e proliferacdo celular utilizando-se o método do
MTT. A LAAOBM promoveu uma reducdo da pressdo de perfusdo aos 90 minutos de
experimento e esta reducdo foi ainda discretamente maior aos 120 minutos. Observou-se
também queda da resisténcia vascular renal aos 120 minutos. Houve uma queda abrupta e
acentuada do fluxo urindrio aos 90 minutos que, apesar da tendéncia a recuperagdo
observada aos 120 minutos, ainda mostrou-se bastante reduzido quando comparado ao
grupo controle. A infusdo da LAAOBM também promoveu uma reduc¢do do ritmo de filtracdo
glomerular aos 90 minutos quando comparada ao grupo controle e este parametro manteve-se
ainda no mesmo patamar de redugéo aos 120 minutos. A LAAOBM reduziu gradativamente o
percentual de transporte tubular de s6dio aos 90 e 120 minutos e o percentual de transporte
tubular de cloreto nos tempos de 60, 90 e 120 minutos. A andlise histologica dos rins
perfundidos com LAAOBM mostrou a presenca de alteracdes morfoldgicas significativas,
como acumulo de proteinas nos espacos tubulares e glomerulares. Na cultura de células
MDCK a LAAOBM promoveu uma reducgéo da viabilidade celular a partir da concentragéo
de 3,25ug/mL até a concentracdo de 50ug/mL, com valor da Clsp de 2,43ug/mL. Foram
observadas tambem, através de microscépio optico invertido, alteracbes morfoldgicas destas
células, tais vacuolizacéo citoplasmatica, alteracdo do estado de confluéncia e desprendimento
das mesmas do substrato de cultura. Estes resultados demonstram que a LAAOBM alterou
todos os parametros vasculares e renais avaliados na perfusdo de rim isolado e possui acédo
citotoxica sobre as células MDCK apds 24 horas de incubag&o.

Palavras-chave: Bothrops marajoensis. L-aminoacido Oxidase. Rim.



ABSTRACT

There are about 3.000 species of snakes worldwide, but only 10 to 14% are venomous.
Among South American countries, Brazil is the one with the largest number of accidents, with
approximately 20.000 snakebites each year. According to the Department of Health of Brazil,
the genus Bothrops are the main involved in snakebites in the country. Acute renal failure
(ARF) is a serious complication of snake poisoning. The fraction L-amino acid oxidase
(LAAO) constitutes a main part of the total composition of snake venoms. In some cases this
amount can reach 30% of total venom proteins. The renal effects of fraction L-amino acid
oxidase isolated from the venom of Bothrops marajoensis (LAAOBM) was investigated in
this study. Isolated perfused rat kidney and the cultured renal tubular cells line MDCK
(Madin-Darby Canine Kidney) were used here. For the isolated perfused rat kidney method,
we used Wistar rats weighing between 250 and 300. Their right kidneys were surgically
excised and perfused with Krebs-Hanseleit containing 6% w/v bovine albumin previously
dialyzed. The effects of LAAOBM (10 mg/mL, n=4) were analyzed on the Perfusion Pressure
(PP), Renal Vascular Resistance (RVR), Urinary Flow (UF), Glomerular Filtration Rate
(GFR) Percentage of Sodium Proximal Tubular Transport (%pTNa"), Percentage of Sodium
(%TNa"), Potassium (%TK") and Chloride (%TCI") Tubular Transport. MDCK cells were
cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% v/v fetal bovine serum and incubated
with LAAOBM at concentrations of 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 and 1.652 mg/mL. After 24
hours of incubation, assays were performed on cell proliferation and viability using the MTT
method. The LAAOBM promoted a reduction of perfusion pressure at 90 minutes of the
experiment and this reduction was even slightly higher at 120 minutes. It was also observed
decrease in renal vascular resistance at 120 minutes. There was a sharp and sudden drop in
urine flow at 90 minutes, despite the tendency of recovery observed at 120 minutes, still
proved to be quite small when compared to the control group. The infusion of LAAOBM also
promoted a reduction in glomerular filtration rate at 90 minutes compared to the control group
and this parameter still remained at the same level of reduction at 120 minutes. The
LAAOBM gradually reduced the percentage of sodium tubular transport at 90 and 120
minutes and the percentage of chloride tubular transport in the periods of 60, 90 and 120
minutes. Histological analysis of kidneys perfused with LAAOBM showed the presence of
significant morphological changes such as accumulation of proteins in tubular and glomerular
spaces. In the MDCK cell culture LAAOBM promoted a reduction in cell viability from
concentrations of 3.25 mg / mL until 50ug/mL, with ICsq value of 2.43 mg/mL. Inverted light
microscopy showed morphological changes of these cells, such as vacuolation, alteration of
the state of confluence and detachment of the substrate culture. These results demonstrated
that LAAOBM changed all the parameters evaluated in renal and vascular perfusion of
isolated kidney and had cytotoxic activity on MDCK cells after 24 hours of incubation.

Keywords: Bothrops marajoensis. L-amino acid oxidase. Kidney.
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1 INTRODUCAO

1.1 Breve classificacdo das serpentes

As serpentes, ou ofidios, formam a ordem Squamata, 0 mais numeroso grupo de
répteis viventes e compdem a subordem Serpentes, que, atualmente conta com cerca de 3.000
espécies distribuidas em 20 familias e 465 géneros. Estdo inclusas na classe Reptilia,
subclasse Lepdosauria, tendo cerca de 410 espécies venenosas, porém este nimero é bastante
variavel, reflexo da complexidade de formas e auséncia de conhecimento profundo das
relacBes filogenéticas destes animais (BARRAVIERA, 1993; MELGAREJO, 2003).
Ademais, estudos constantes de revisdo com descricdes de novas espécies e invalidacdo de
outras, promovem uma variagao quase continua nestes numeros.

As serpentes tém uma distribuicdo territorial quase universal, mas habitam,
principalmente, as regides temperadas e tropicais. Essa distribuicdo deve-se a caracteristica
especifica que apresentam estes animais de depender do calor para efetuar sua
termorregulacdo. Apesar de sofrerem interferéncias morfoldgicas adaptativas aos diversos
ambientes onde sdo encontradas, conservaram um padrdo bastante homogéneo: o corpo
extremamente alongado, sem apéndices locomotores e cintura escapular; perda da sinfise
mandibular (perda da sutura Ossea das hemimandibulas, substituida por um ligamento
constituido por tecido rico em elastina) e perda de palpebras mdveis. Os érgdos internos sao
como dos demais vertebrados, porém sempre conservando um formato alongado e a principal
diferenca reside na auséncia de bexiga. Sdo quase exclusivamente carnivoras, alimentando-se
de presas inteiras, tanto vertebrados quanto invertebrados, e cagcam com o auxilio de estruturas
quimiossensiveis (WONG et al., 2009).

E possivel ainda classificar as serpentes como animais importantes para a
manutencao da cadeia ecologica, pois exercem o papel de controle de pragas tais como
ratos, insetos e até mesmo outras serpentes. E necessario destacar também que alguns destes
animais sdo dotados de glandulas produtoras de veneno, do qual ja foram identificadas mais
de 400 proteinas, algumas das quais serviram de base para confec¢do de colas cirdrgicas e
até mesmo de medicamentos (GOULART, 2010).

A producdo de veneno ndo é uma caracteristica exclusiva das serpentes. Os
venenos sao encontrados em varias especies de seres vivos, desde organismos unicelulares a
passaros como o pitohui-de-penacho (Pitohui dichrous) (DUMBACHER et al., 2000),
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contudo, é possivel distinguir esses organismos em duas classes de acordo com a presenga ou
a auséncia de estruturas especializadas para inocular o veneno em suas pressas em animais
peconhentos ou ndo peconhentos, respectivamente (RUSSEL; DART, 1991).

Nos animais peconhentos, observa-se a presenca de glandulas especializadas para
producdo de veneno. Este, por sua vez, € um complexo enzimatico de finalidade
principalmente digestiva, porem, com efeito tdxico que pode neutralizar ou até mesmo matar
sua presa durante a captura. Em virtude de sua toxicidade, o veneno também ¢é utilizado como
mecanismo de defesa contra predadores (INSTITUTO BUTANTAN, 1996).

Algumas serpentes contam ainda com um 6rgdo sensorial importante, a fosseta
loreal, que, localizado entre a narina e os olhos, funciona como um sensor térmico muito
desenvolvido que as ajuda a localizar suas presas mesmo em ambientes escuros por meio da
captacdo de calor (NOGUEIRA; SAKATE, 2004).

De acordo com McDowell (1987) estes animais séo classificados em 2 subordens,
7 superfamilias e 19 familias (Quadro 1).

A superfamilia Colubroidea abrange a maioria das formas viventes que
compreende as serpentes mais evoluidas. Merecem destaque, as familias Elapidae e
Viperidae, uma vez que encerram as serpentes que apresentam glandulas produtoras de
venenos e/ou toxinas, bem como aparelhos apropriados para inocula-los (BRASIL, 2001;
MELGAREJO, 2003).

Com cerca de 250 espécies, a familia Elapidae tem ampla distribuicdo mundial
com representantes em todos 0s continentes. Na Australia, todas as serpentes peconhentas
conhecidas pertencem a esta familia. As najas do continente asiatico, utilizadas tipicamente
pelos “encantadores de serpentes”, e as temidas mambas do continente africano, cuja picada é
praticamente 100% fatal se ndo administrado o antiveneno, sdo representantes desta familia.
Na América, seus principais exemplares séo as popularmente conhecidas “cobras corais”. Na
fauna brasileira ha cerca de 20 representantes desta familia, sendo a maioria pertencente ao
género Micrurus (CAMPBELL; LAMAR, 1989; ROZE, 1996; JORGE DA SILVA, 1997).

A familia Viperidae, ou viboras, possui cerca de 34 géneros e mais de 200
espécies de serpentes. A maioria destas espécies pertence ao género Bothrops, enquanto
poucas fazem parte do género Crotalus e do género Lachesis (JORGE; RIBEIRO, 1990). As
serpentes desta familia apresentam, geralmente, cabeca triangular, fossetas loreais e um
aparelho venenoso considerado como o mais eficiente de todos os répteis, capaz de produzir
principalmente veneno hemotdxico, podendo, por vezes, ser neurotoxico. Os seus dentes

curvos, podem injetar veneno profundamente no corpo da presa (CAMPBELL; LAMAR,


http://pt.wikipedia.org/wiki/Veneno
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hemot%C3%B3xico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Neurot%C3%B3xico

17

1989). Essas caracteristicas conferem a familia Viperidae um alto grau de importancia do
ponto de vista da saude publica, uma vez que grande parte dos acidentes ofidicos registrados

no continente americano envolve suas espécies (BRASIL, 2001).

Quadro 1 - Classificacdo das serpentes. (*) Familias representadas no Brasil.

Subordem Superfamilia Familia

Scolecophidia Typhlopoide Anomalepididae
Typhlopidae ©
Leptotyphlopidae

Alethinophidia Acrochordoidea Nigeropheidae
Palaeopheidae
Anomalopheidae
Acrochordidae

Anilioidea Loxocemidae
Xenopeltidae
Aniliidae

Uropeltidae

Tropidopheoidea Tropidopheidae

Bolyerioidea Bolyeriidae

Booidea Pythonidae
Boidae

Colubroidea Atractaspididae
Elapidae
Colubridae

Viperidae

Fonte: adaptado de MCDOWELL (1987) e CARDOSO et al. (2003).

Na fauna ofidica brasileira ha 9 familias, 75 géneros e 250 espécies de serpentes,
0 que corresponde a 10% do total de espécies conhecidas (CARDOSO et al., 2003). A
maioria destas espécies estd distribuida em quatro familias principais: Colubridae (189
espécies), Viperidae (22 espécies), Elapidae (18 espécies) e Boidae (10 espécies)
(ROMANO-HOGE, 1990) com cerca de 70 espeécies peconhentas (LEMOS et al., 2009).

Dentes as espécies de serpentes peconhentas brasileiras destacam-se duas
familias: a Elapidae e a Viperidae. A familia Viperidae é representada por trés géneros:
Crotalus (Figura 1) que compreende as cascavéis, Lachesis (Figura 2) que representa as
surucucus e Bothrops (Figura 3) que engloba as serpentes conhecidas como jararacas. O
género Micrurus, que compreende as serpentes conhecidas como corais, € 0 Unico
representante da familia Elapidae (CARDOSO et al., 2003).



Figura 1 — Serpentes do género Crotalus
Fonte: TORRES (2009).

Figura 2 — Serpente do género Lachesis.
Fonte: TORRES (2009).

Bothrops marajoensis Bothrops erytromelas Bothrops insularis

Figura 3 — Serpentes do género Bothrops, dentre estas a espécie Bothrops marajoensis.
Fonte: TORRES (2009).
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1.2 Bothrops marajoensis

Em todo o territério nacional foram identificadas 17 espécies de serpentes
pertencentes ao género Bothrops (CARDOSO et al., 2003). Devido sua ampla distribuicéo
territorial, estas cobras recebem varios nomes populares; jararaca, ouricana, jararacugu, urutu-
cruzeira, jararaca-do-rabo-branco, malha-de-sapo, patrona, surucucurana, combdia, caicara,
dentre outras denominacdes; 0 que muitas vezes dificulta a identificacdo das mesmas.

As serpentes do género Bothrops tém sido bem estudadas devido a sua
predominancia e importancia médica em varios paises da América do Sul como o Brasil,
Colémbia, Equador, Venezuela, Bolivia e Peru (HIGUCHI et al., 2007). No Brasil,
representam um problema para a saude puablica, pois sdo responsaveis por mais de 90% dos
acidentes ofidicos notificados em todo o pais (BRASIL, 2001).

As serpentes pertencentes a este género habitam, principalmente, zonas rurais e
periferias de grandes cidades. Como habitat preferem ambientes Umidos como matas e areas
cultivadas e locais onde haja facilidade para proliferacdo de roedores (paiois, celeiros,
depdsitos de lenha etc.). Tém héabitos predominantemente noturnos ou crepusculares,
apresentam grande variedade de cores, que véo do verde ao negro; de desenhos; de tamanhos,
desde 40 centimetros a 2 metros de comprimento; e de habitos. Podem também ser
encontradas penduradas em arvores, enterradas ou entocadas a beira de rios ou dentro
d’agua (PUORTO, 1992; FRANCA; FAN, 1992). A composicao de seus venenos pode exibir
variacdes associadas com a origem geogréafica, habitat, variacdo sazonal, dieta, idade e género
(MACKESSY; WILLIAMS; ASHTON, 2003; FURTADO; SANTOS; KAMIGUTI, 2003).

Inicialmente encontrada na ilha de Marajd, no estado do Par4, de onde deriva seu
nome, a serpente Bothrops marajoensis (Figura 4) é também encontrada na costa do Para e,
guestionavelmente, nas regides equatoriais do Estado do Maranhdo (CAMPBELL; LAMAR,
1989).

Apesar de compor um dos géneros mais importantes e bastante estudados na
familia dos viperideos, esta espécie é ainda pouco conhecida, talvez pelas controvérsias em
torno de sua classificacdo, o que tem lhe rendido muita indefinicdo. Alguns pesquisadores
defendem a ideia de que sua classificacdo precisa ser revista para uma nova avaliacdo de seu
status (CAMPBELL; LAMAR, 1989). Outros autores a consideram como uma espécie
Bothrops atrox tendo em vista que, em estudo realizado com a finalidade de definir variagdes
de parentesco entre espécies do género, foi evidenciada pouca distincdo entre estas duas

especies. Foi visto também que a Bothropos marajoensis apresenta varia¢des fenotipicas entre
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as diversas serpentes do grupo, cuja principal caracteristica esta na necessidade de adaptacao
a diversos ambientes, o que reforca as semelhangas entre as duas espécies e pode refletir-se na
filogenia das mesmas (WOLFGANG; ROGER; PUORTO, 1996).

— A — i Ty B - =

- B — " ' N
Figura 4 - Serpente Bothrops marajoensis em seu habitat natural.
Fonte: http://www.afpmb.org/pubs/living_hazards/BIMARAJO.jpg.

1.3 Acidente ofidico

No mundo, existem cerca de 3.000 espécies de serpentes das quais 10 a 14% sao
peconhentas (BARRAVIERA, 1993; PEREIRA; PINHO, 2001). A Organizacdo Mundial
de Saude estima que ocorram em nivel mundial aproximadamente 2.500.000 acidentes por
serpentes peconhentas por ano, com 125.000 mortes (CHIPPAUX; WILLIAMS; WHITE,
1998). A maioria desses casos ocorre principalmente na Asia, india, Paquistio e Birmania
com cerca de 25.000 a 35.000 6bitos por ano (RIBEIRO; JORGE; IVERSSON, 1995).

A letalidade dos acidentados varia em diferentes regiées do mundo. Na Europa,
Estados Unidos e Canada, os acidentes ofidicos sdo relativamente raros. Cerca de 90% dos
8.000 envenenamentos ocorridos por ano sdo hospitalizados, resultando entre 15 a 30 casos
fatais. Na Africa, a frequéncia dos acidentes ofidicos é precariamente documentada. Dos
500.000 casos de acidentes ofidicos, 40% s&o hospitalizados, resultando em 20.000 6bitos por
ano. Na Asia, principalmente no Paquistio, na India e na Birmania, os acidentes ofidicos
provocam de 25.000 a 35.000 o6bitos por ano, sendo causados por uma das serpentes mais


http://www.afpmb.org/pubs/living_hazards/B1MARAJO.jpg
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importante do mundo: a Vipera russelli. No Japéo a incidéncia geral é de aproximadamente
1/100.000 habitantes e a letalidade € inferior a 1% (LEMOS et al., 2009).

Entre os paises sul-americanos, o0 Brasil € o que apresenta maior nimero de
acidentes/ano com cerca de 20.000 acidentes ofidicos por ano (PEREIRA; PINHO, 2001).
Somente no ano de 2005 foram notificados pelo Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (Sinan) 97.244 envenenamentos por animais peconhentos, dentre os quais as
serpentes contribuiram com 28.702 casos (29,52%) (LEMOS et al., 2009).

No Brasil os dados sobre acidentes por animais pegonhentos sao coletados através
de sistemas de notificagdo como: Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo
(Sinan/MS),  Sistema de  Nacional de Informagbes  Toxico-Farmacoldgicas
(Sinitox/Fiocruz/MS), Sistema de Informag@es Hospitalares do Sistema Unico de Satde/MS e
0 SIM (Sistema de Informacdes sobre Mortalidade/MS). Apesar de todos estes sistemas, 0s
dados epidemioldgicos disponiveis ndo retratam a real magnitude do problema,
provavelmente devido a subnotificacdo dos casos, tendo em vista, entre outros fatores, as
dificuldades de acesso aos servicos de satde de muitos municipios brasileiros.

De acordo com o Ministério da Saude, as serpentes do género Bothrops sdo as
principais envolvidas nos acidentes ofidicos no pais e, no periodo de 1990 a 1993, foram
responsaveis por 90,5% dos 65.911 casos de picadas de serpentes nos quais o género foi
suspeitado ou reconhecido (BRASIL, 1998), com taxa de letalidade de 0,31%. Insuficiéncia
renal aguda, choque e sepse foram as principais causas de morte nestes acidentes (BRASIL,
2001). No ano de 2009 foram notificados pelo Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (Sinan) 121.217 envenenamentos por animais pegonhentos, dentre os quais as
serpentes contribuiram com 29.670 casos (24,48%) (BRASIL, 2010).

O perfil clinico-epidemiologico dos acidentes ofidicos depende da distribuicéo
das espécies dentro de cada regido, dos habitos destes animais e do grau de exposi¢cao
das populagdes humanas a estes agentes. Segundo Bochner e Struchiner (2002), a
epidemiologia dos acidentes ofidicos no Brasil se manteve inalterada nestes ultimos 100 anos.
Os dados demonstram que o sexo masculino é o mais acometido. A faixa etaria coincide com
a idade onde a forca de trabalho no campo é maior (BRASIL, 2001).

A notificagdo dos acidentes ofidicos no estado do Ceard é realizada pela
Secretaria de Salde do Estado (SESA), atraves da Comissdo Estadual de Controle de
Zoonoses que captam as informagdes das microrregionais do estado.

No Ceard ainda existem poucos trabalhos sobre ofidismo. De acordo com

Feitosa, Melo e Monteiro (1997) foram notificados a Secretaria de Saude do Estado, no
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periodo de 1992 a 1995, 688 acidentes causados por serpentes peconhentas com média anual
de 172 casos e coeficiente de incidéncia variando entre 0,9 a 5,8 por 100.000 habitantes. Dos
473 (68,75%) casos em que houve referéncia ao género da serpente destacou-se a seguinte

classificacéo:

0,80% _ ~0,20%

M Bothrops
M Crotalus
i Micrurus

LI Lachesis

Gréfico 1 — Classificacdo dos Acidentes Ofidicos ocorridos no Estado do Ceard no periodo de 1992 a
1995 segundo os géneros das serpentes.
Fonte: FEITOSA, MELO e MONTEIRO (1997).

Ademais, as vitimas eram, sobretudo, agricultores (62,7%) e a maioria dos
casos ocorreu no proprio local de trabalho. Os meses de abril a setembro apresentaram
maior incidéncia. Tendo em vista que o aumento do nimero de casos coincide com o
aumento da atividade do setor agropecuario, os acidentes ofidicos no Estado do Ceara
podem ser considerados acidentes de trabalho, acometendo principalmente os trabalhadores
rurais e constituindo causa de 6bito. Houve predominancia de acidentes em relacdo ao sexo
masculino (75,6%) e a faixa etaria mais acometida foi aquela entre 10 a 49 anos de idade
(72,3%). As regides anatdmicas mais frequentemente picadas foram os membros inferiores
(81,9%) e superiores (14,7%). Em 66,9% dos casos, o0 atendimento na unidade de satde que
notificou o acidente, deu-se decorridas seis horas do acidente e a letalidade registrada foi de
0,7% (FEITOSA; MELO; MONTEIRO, 1997).

Em estudo mais recente, também realizado no estado do Ceara, a percentagem de

acidentes envolvendo o género Bothrops praticamente em nada se modificou, ou seja,
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manteve-se o predominio desta espécie nos casos envolvendo humanos (Gréfico 2). Dos
3.877 casos de acidentes por serpentes peconhentas registrados no estado no periodo de 2001
a 2007, 74,2% acometeu pessoas do sexo masculino com faixa etaria de 21 a 50 anos e
confirma a consideracdo de que este tipo de acidente estd relacionado a atividade agricola
(ROCHA, 2008).

0,59%

\1,60%

M Bothrops
H Crotalus
k Micrurus

I Lachesis

Gréfico 2 — Distribuicdo dos acidentes ofidicos segundo os géneros das serpentes envolvidas. Ceara,
Brasil, 2001 a 2007.
Fonte: ROCHA, 2008.

A frequéncia e a gravidade do envenenamento causado pelas serpentes
constituem, portanto, um importante problema ndo sé na medicina humana como também
na medicina veterinaria nos paises tropicais. Tal preocupacao deve-se ao fato da elevada
incidéncia dos acidentes bem como de sua gravidade e das sequelas (OLIVEIRA et al.,
2008).

As alteracBes clinicas decorrentes dos acidentes por serpentes do género
Bothrops vao de complicacdes no local da picada até alteracdes sistémicas. As alteracdes
na regido da picada vdo desde uma intensa inflamacdo (MALAQUE; FRANCA, 2003a),
destruicdo tecidual, complicando-se com infec¢do por bactérias provenientes do proprio
veneno da serpente (MALAQUE; FRANCA, 2003b).

Dentre as alteracdes sistémicas causadas pelos venenos botrépicos é possivel
citar uma variedade complexa de componentes que agem sobre o sistema hemostatico
causando desde lesdo endotelial até trombocitopenia. O veneno botrépico é descrito
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também como pro-coagulante, uma vez que pode ativar fatores da cascata de coagulacéo
levando a formacao de fibrina intravascular (AZEVEDO-MARQUES; CUPO; HERING,
2003) que, por seu turno, culmina no consumo do fibrinogénio circulante causando um
prolongamento do tempo de coagulacdo ou até mesmo incoagulabilidade sanguinea
(KAMIGUTI; SANO-MARTINS, 1995; SANO-MARTINS; SANTORO, 2003).

Diversas alteragGes renais foram descritas como decorréncia do envenenamento
ofidico. Dentre estas, pode-se citar glomerulonefrite, glomerulite e nefrite intersticial (SANT;
PUNDARE, 1972), arterite e necrose tubular (SITPRIJA; BOONPUCKNAVIG, 1979),
necrose cortical e insuficiéncia renal (RAAB; KAISER, 1966; HAVT et al., 2005). Ainda foi
descrita também a ocorréncia de hematuria, mioglobindria, hemoglobindria e proteindria
(SITPRIJA; BOONPUCKNAVIG, 1979). Entretanto, entre todas, a mais relatada tem sido a
insuficiéncia renal aguda (BARBOSA et al., 2006), importante causa de letalidade nos
pacientes que sobrevivem a acdo inicial da peconha e que possui patogénese multifatorial
(REZENDE et al., 1989; BOER-LIMA et al., 1999).

1.4 A Funcao Renal

O sistema renal exerce maltiplas fungdes para manter a homeostase do corpo.
Talvez, a mais popularmente conhecida é a formacéo e eliminacdo da urina, através da qual é
excretado o material indesejado que € ingerido ou produzido pelo metabolismo. Outra funcéo
renal extremamente importante é o controle do volume e da composicdo dos liquidos
corporais. O mesmo ¢ feito através da filtracdo do plasma e posterior remocéo de substancias
do filtrado em taxas variaveis, dependendo das necessidades do organismo. E por meio desta
funcdo regulatéria que os rins mantém o ambiente das células estavel o suficiente para
realizacdo de suas fung¢bes (COVIELLO, 2007).

Dentre outras agdes, o sistema renal também & responsavel pela regulacdo do
equilibrio de agua e eletrolitos; regulagdo da osmolalidade dos liquidos corporais e da
concentracdo de eletrolitos; regulagdo da presséo arterial; regulacdo do equilibrio acido-base;
secrecdo, metabolismo e excrecdo de hormonios, bem como pela gliconeogénese (GUYTON,
2006). Desta forma, € possivel perceber que os rins estdo intrinsecamente implicados na
manutencdo da homeostasia corporal; contudo, para seu bom funcionamento € necessario que
seja mantido o arcabouco estrutural e celular deste tdo complexo e importante sistema.

Em individuos normais a filtracdo glomerular é da ordem de 110 a 120 ml/min

correspondente a funcdo de filtragdo de cerca de 2.000.000 de néfrons (glomérulos e tabulos
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renais). Em pacientes com insuficiéncia renal crénica, a filtracdo se reduz, podendo chegar,
em casos avangados, até 5-10 ml/min quando o tratamento dialitico ou o transplante renal se
fazem necessarios (COSTANZO, 2004). A consequéncia bioguimica dessa reducéo de funcédo
se traduz pela retencdo, no organismo, de um sem-namero de solutos tdxicos geralmente
provenientes do metabolismo proteico, que podem ser avaliados indiretamente atraves das
dosagens da ureia e creatinina plasmaticas, que se elevam progressivamente.

Sdo varias as causas que podem prejudicar a funcéo renal, sendo as mais comuns
a glomerulonefrite cronica, nefropatia tubulo-instersticial crénica (pielonefrite), necrose
cortical renal, hipertensdo arterial grave, processos renais obstrutivos cronicos, diabetes,
amiloidose, lUpus eritematoso disseminado e doencas hereditarias tais como rins policisticos,
sindrome de Alport e envenenamentos por serpentes peconhentas (COSTA; VIEIRA NETO;
MOYSES NETO, 2003).

Ao nivel do parénquima renal, todas essas entidades provocam, por mecanismos
iniciais diversos, proliferacdo celular (endotelial, mesangial e tubular), aumento da matriz
mesangial, fibrose e obliteracbes glomerulares, dilatacGes e obstrucdes tubulares, fibrose
intersticial generalizada, além da eventual deposicdo renal de substancias estranhas ao rim
como é o caso da amiloidose (DRAIBE, 2002).

E importante destacar que a lesdo renal pode ter carater progressivo, ocorrendo até
mesmo na auséncia da causa inicial que a determinou. Acredita-se que com a reducgéo inicial
de um determinado nimero de néfrons, aqueles remanescentes tornam-se hiperfiltrantes,
hipertrofiam-se, sofrem alteraces da superficie glomerular e modificacGes de permeabilidade
da membrana glomerular as proteinas. Essas alteracGes levam a producdo renal de fatores de
crescimento, citocinas e hormonios, tais como IGF-1 (Insulin-like Growth Factor - 1), IL1 e
IL6 (interleucinas 1 e 6), TGF-a e B (Transforming Growth Factor - o e ), PDGF (Platelet-
Derived Growth Factor), TNF - o (Tumoral Necrosis Factor - a), endotelina, Fator
Natriurético Atrial, angiotensina 11, etc. Esses agentes seriam responsaveis pelos processos de
proliferacéo celular renal, coagulacdo intraglomerular, recrutamento e proliferacdo de células
imunitarias, aumento da matriz celular, proliferagdo colédgena e fibrose. Desse modo a
continuidade da presenca de lesdes fibroticas glomerulares e intersticiais acabaria por
determinar perda progressiva dos néfrons e da filtragcdo glomerular (DRAIBE, 2002).

O organismo adapta-se continuamente a esta situacdo no sentido de manter a
homeostase: 0s néfrons remanescentes aumentam a excrecao fracional de muitos solutos, que
continuam a ser produzidos a taxas normais. A propria elevacdo de um determinado soluto no

plasma, aumenta a sua excrecao renal pelos néfrons remanescentes devido a elevacdo de sua
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carga filtrada. Excetuando-se excessos ou privacdes, o balango de sodio, potéssio e dgua sdo
mantidos até fases avancadas da insuficiéncia renal cronica. Varios solutos, entretanto,
mantém sua concentracdo plasmatica em niveis normais, gracas a elevacdo progressiva de
horménios reguladores. E o caso, por exemplo, da maior excrecdo fracional de sodio que fica
progressivamente dependente, entre outros, do aumento da concentragdo plasmatica do fator
natriurético atrial. As concentracdes plasmaticas de calcio e fosforo sdo mantidas em niveis
normais as custas, quase exclusivamente, da progressiva elevacdo do paratorménio (PTH).
Perdas de funcdo renal de até 50% nao se manifestam clinicamente de forma consistente.
Reducbes maiores causam a sindrome urémica, constelagdo de sinais, sintomas e
complicacBes que atingem praticamente todos os 6érgdos e sistemas do organismo e que
resultam da retencdo de solutos toxicos ou do excesso de acdo de mecanismos homeostaticos,

reguladores da concentracdo plasmatica de solutos vitais ao organismo (ZATZ, 1996).

1.5 Insuficiéncia renal aguda (IRA) apds 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 filtracdo glomerular é de cerca de 180 L/dia, o plasma pode ser filtrado e
processado cerca de 60 vezes a cada dia (GUYTON, 2006). Estas caracteristicas tornam o
leito renal vulneravel a acdo lesiva de produtos quimicos ou bioldgicos, uma vez que a
superficie endotelial glomerular € exposta as substancias tdxicas presentes na circulagdo, e o
processo de filtracdo dessas moléculas causa grande oferta de toxinas ao tecido renal
(BURDMANN; VIEIRA; VIDAL, 2003).

A perda da funcdo renal, de maneira subita, independentemente da etiologia ou
mecanismos, provocando acumulo de substancias nitrogenadas (uréia e creatinina),
acompanhada ou ndo da diminuicdo da diurese, é denominada de insuficiéncia renal aguda
(IRA) (COSTA; VIEIRA NETO; MOYSES NETO, 2003). Em ambiente hospitalar, mais
especificamente na Unidade de Terapia Intensiva (UTI), este problema acomete cerca de 5%
dos pacientes admitidos e tem taxa de mortalidade de 60% (MARINO, 2008).

A classificacdo da IRA é feita de acordo com sua etiologia e é, portanto, definida
como pré-renal, pds-renal e renal. Na IRA classificada como pré-renal, ndo ha defeito
estrutural nos rins, mas tdo somente falta de perfusdo sanguinea adequada no leito capilar

renal, podendo levar os rins a lesdo denominada de necrose tubular aguda (NTA). Ja a
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obstrucdo da via de saida do trato urinario caracteriza a IRA como pos-renal. No terceiro tipo
de IRA, cuja etiologia é denominada de renal, incluem-se todas as formas de lesdes recentes
ao parénquima renal (COSTA; VIEIRA NETO; MOYSES NETO, 2003).

A IRA, causada por fatores intrinsecos ao rim, pode ainda ser classificada de
acordo com o principal local afetado: tubulos, intersticio, vasos ou glomérulo. A causa mais
comum de dano tubular é de origem isquémica ou tdxica. Entretanto, a necrose tubular
isquémica pode ter origem pré-renal como uma consequéncia da reducdo do fluxo,
especialmente se houver comprometimento suficiente para provocar a morte das células
tubulares. Assim, o aparecimento de necrose cortical irreversivel pode ocorrer na vigéncia de
isquemia severa, particularmente se o processo fisiopatolégico incluir coagulacdo
microvascular, como por exemplo, nas complicacdes obstétricas, acidentes ofidicos e na
sindrome hemolitica e urémica (SANTOS; BOIM; SCHOR, 2003).

As nefrotoxinas representam, depois da isquemia, a causa mais frequente de IRA.
Os antibidticos aminoglicosideos, os contrastes urograficos e 0s quimioterapicos, como, por
exemplo, a cisplatina, estdo entre as drogas que podem causar dano tubular diretamente
(SANTOS; BOIM; SCHOR, 2003). Também ja foi descrita a ocorréncia de IRA como uma
das complicacBes graves dos envenenamentos produzidos por ofidios (géneros Bothrops e
Crotalus), abelhas (Apis mellifera), aranhas (género Loxosceles) e largartas urticantes (género
Lonomia) e sua patogénese ainda ndo estd completamente elucidada (SITPRIJA;
CHAIYABUTR, 1999; DE SOUZA et al., 2008).

Acredita-se que as lesBGes renais podem ser produzidas pela acdo isolada ou
combinada de diferentes mecanismos isquémicos e/ou nefrotoxicos, desencadeados pelas
atividades biolégicas dos venenos no organismo (DE SOUZA et al., 2008). Previamente foi
demonstrado, em experimentos in vitro, que o veneno de B. jararacussu (HAVT,;
FONTELES; MONTEIRO, 2001), B. moojeni (BARBOSA et al., 2002) e B. erythromelas
(MARTINS et al., 2005) alteram os parametros de funcdo renal. Desta forma, a IRA
caracteriza-se como uma importante causa de letalidade nos pacientes que sobrevivem a acao
inicial da peconha (BARBOSA et al., 2002).

Em virtude da frequéncia com que ocorrem, os acidentes ofidicos constituem
importante problema nas medicinas veterinaria e humana nos paises tropicais, por causa de
sua elevada incidéncia, gravidade e das sequelas, exigindo até mesmo notificacdo obrigatoria
ao Ministério e as Secretarias Estaduais de Saude (OLIVEIRA et al., 2008).

Embora a insuficiéncia renal seja a principal complicacdo do paciente que

sobrevive as acOes iniciais da peconha crotalica, com prevaléncia descrita em torno de 9 a
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31%, picadas de serpentes do género Bothrops também podem induzi-la. E importante
destacar que acidentes com serpentes do género Bothrops sdo cerca de 10 vezes mais
frequentes que aqueles envolvendo o género Crotalus, somando muitas vezes, mais de 90%
do numero total de casos (PINHO; VIDAL; BURDMANN, 2000).

A prevaléncia de IRA ap0s acidente botrdpico é cerca de 2-10% (BURDMANN;
VIERIA; VIDAL, 2003) e sdo varios os fatores que contribuem para sua maior ou menor
ocorréncia: idade do paciente, tamanho e espécie da serpente, quantidade de veneno injetada,

tempo entre a picada e administracdo de soro antiofidico (MAROTTA et al., 2006).

1.6 Fisiopatologia da insuficiéncia renal aguda (IRA) ap6s acidente botropico

O veneno botrdpico, apds a sua inoculacdo, permanece na pele (mais de 50% do
volume total), sendo este o primeiro 6rgdo acometido, agindo posteriormente em musculos e
rins, ndo alcancando neste Ultimo 6rgdo concentragcdes maiores do que em musculos. A alta
concentracdo na pele é condizente com os efeitos clinicos causados pelo veneno, incluindo
inchaco, dor, pustulas, equimoses e hemorragia, podendo causar necrose local. Outros efeitos
do veneno incluem: choque cardiovascular, mioglobinuria, e mais especificamente nos rins,
glomerulonefrite, necrose tubular aguda e necrose cortical (FEITOSA et al., 1997).

A fisiopatologia da IRA apds envenenamento botrépico ainda ndo foi totalmente
elucidada, entretanto, alguns autores sugerem que a mesma decorre das principais acoes
coagulante, proteolitica e hemorragica do veneno botropico (MARROTA et al., 2006).
Segundo Burdmann, Vieira e Vidal (2003) as lesdes renais também podem ser atribuidas a
nefrotoxicidade direta da peconha, midlise, hemdlise, hipotensdo, coagulacdo capilar
glomerular, acdo toxica vascular e, em alguns casos, a reacoes de hipersensibilidade a toxina
ou até mesmo ao soro antiofidico.

Sabe-se também que a ocorréncia da insuficiéncia renal aguda se da em processos
de envenenamento em que ha comprometimento circulatério intenso, bem como o da
hemostasia, levando a formagdo de trombos principalmente pela acdo da hemorragina
(KAMIGUTI et al., 1991). Ocorre também a participacdo das miotoxinas e das fragdes
proteoliticas do veneno sobre o rim (BARBOSA et al., 2002; BOER-LIMA et al., 2002).

A leséo mais frequente na analise histologia é a necrose tubular aguda, mas casos
de necrose cortical também sdo descritos, bem como nefrite intersticial aguda, alteracGes

glomerulares, arterite e necrose de papila em menor frequéncia. A evolugdo clinica depende



29

da precocidade do diagnéstico e tratamento com soroterapia, hidratracdo e diélise
(MAROTTA et al., 2006).

O comprometimento renal por acidentes ofidicos, em especial a necrose tubular
aguda, tem a patogénese ainda ndo bem estabelecida. Verifica-se que diversos fatores
poderiam contribuir para a instalacdo de IRA, entretanto, ainda ndo foi demonstrado um
possivel efeito toxico direto da peconha sobre tabulos renais, nem se a soroterapia antiofidica
poderia prevenir estes efeitos toxicos tubulares diretos (CASTRO, 2006).

Amaral et al. (1986) estudando as alteracGes renais provocadas em acidentes
humanos com as serpentes Bothrops jararaca e Bothrops jararacussu descreveram a
ocorréncia de necrose cortical sem, contudo, desvendar sua patogénese. Sabe-se que duas
horas ap0s a picada ja ocorre deposicdo glomerular de trombos e necrose tubular aguda. Os
autores sugerem entdo, que a necrose cortical deve ser causada por coagulacdo intravascular,
acdo direta de enzimas proteoliticas no endotélio vascular ou por espasmos nos vasos
provocados por substéncias vasoativas, 0 que pode ocasionar o aparecimento de uma
sindrome denominada de injaria por isquemia-reperfusao renal.

Atualmente, é bem conhecida a relacdo entre a sindrome de injdria por isquemia-
reperfusdo renal e o desenvolvimento de IRA, sendo esta sindrome apontada como a maior
causa desta patologia tanto em rins previamente sadios quanto em rins transplantados
(DEVARAJAN et al., 2003). A injaria infligida as células pode desencadear uma variedade
de respostas incluindo adaptacdo, reparacdo, proliferacdo e morte celular na forma de
apoptose e/ou necrose (HEALY et al., 1998).

A apoptose tem sido implicada como um importante mecanismo patogénico na
doenca renal (SAVILL; MOONEY; HUGHES, 1996) e é reportada como um processo natural
que ocorre tanto durante o desenvolvimento renal fisiolégico quanto apds lesdes renais como
aquelas observadas na IRA e na glomerulonefrite cronica.

Araki et al. (1993) foram os primeiros a descrever que venenos de serpentes com
capacidade de provocar hemorragia induziam apoptose em células vasculares endoteliais sem
contudo identificar os componentes ativos destas toxinas. Algum tempo mais tarde, dois
grupos independentes (SUHR; KIM, 1996; TORII et al., 1997) descobriram que a fragéo L-
aminoacido oxidase (LAAO), um componente destes venenos, € uma enzima com atividade
pro-apoptotica. Varios estudos demonstraram que LAAOSs isoladas de veneno de serpentes
sdo capazes de induzir morte celular por diferentes mecanismos, tais como necrose e
apoptose, quando incubadas com células em meio de cultura (WEI et al., 2007) ou ainda por

deplecéo da concentracdao de aminoacidos essenciais do meio de cultivo (ANDE et al., 2006).
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1.7 L-Aminoacido oxidase isolada de venenos de serpentes

Ao longo da escala evolutiva, a saliva das serpentes foi sofrendo transformacdes
quimicas, adquirindo potencial de neutralizar e digerir suas presas, bem como mecanismo de
defesa contra agentes agressores. Qualitativamente, as peconhas de serpentes s&o compostas
de uma mistura de moléculas de natureza protéica com ou sem atividade catalitica, como
fosfolipases A,, proteases, hialuronidases, L-aminoacido oxidases, acetilcolinesterases,
fatores de crescimento, ativadores de proteina C, lectinas, e proteinas ligantes do fator de von
Willebrand; peptidios, representados principalmente por potencializadores de bradicinina e
desintegrinas; compostos organicos de baixo peso molecular como carboidratos, serotonina,
histamina, citrato e nucleosideos; ions inorganicos como o célcio, cobalto, magnésio, cobre,
ferro, potassio bem como os inibidores enziméticos (RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO,
2006).

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 tdxicas presentes na peconha das serpentes do género
Bothrops podem ser classificadas de acordo com suas caracteristicas estruturais e funcionais
em metaloproteinases, serinoproteases, fosfolipases A,, L-aminoacido oxidases, etc; podendo
agir tanto de forma isolada como sinérgica quando inoculadas no organismo de suas vitimas
(RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006).

As LAAOs sdo enzimas que despertam grande interesse, atualmente, na area
cientifica, por apresentarem um alto potencial de degradacdo sobre diversos patdgenos, varias
linhagens de celulares, fungos, virus, dentre outros efeitos. Esta versatil classe de enzimas esta
amplamente distribuida em vérias espécies de seres vivos, como nas peconhas de serpentes,
insetos, fungos (DU; CLEMETSON, 2002), bactérias (IZIDORO et al., 2006) e até mesmo
plantas, onde um de seus produtos de catalise, a amonia, € utilizada como fonte de nitrogénio,
essencial no desenvolvimento da mesma (NISHIZAWA; SHERMAN, 2005).

Até a década de 90 pouco se conhecia sobre a enzima LAAO e os estudos
publicados sobre a mesma reportavam somente as suas propriedades enzimaticas e
fisicoquimicas, tais como mecanismo de reagdo e inativacdo apés alteracbes no pH ou apdés
congelamento e descongelamento da mesma (DU; CLEMETSON, 2002). Atualmente, sabe-se
gue esta enzima € largamente encontrada em varios organismos e que venenos de serpentes

sdo fontes abundantes da mesma. Em algumas espécies, a LAAO pode representar até mais de
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30% do total de proteinas presente no veneno (ZELER, 1977; PONNUDARI; CHUNG; TAN,
1994).

As LAAOs pertencem a classe das oxidorredutases e catalisam a desaminacao
oxidativa estereoespecifica de L- aminoacidos. Durante sua meia reacdo de reducdo, o
substrato aminoacido é oxidado até iminoacido, com uma concomitante reducéo do cofator
flavina (Flavina Adenina Dinucleotideo, FAD). O iminoacido sofre, em seguida, uma
hidrélise ndo enzimatica originando a-cetoacido e aménia. Uma outra meia reacdo oxidativa
completa o ciclo catalitico reoxidando o FADH, com oxigénio molecular, gerando assim o
peroxido de hidrogénio (MOUSTAFA et al., 2006), conforme esquema descrito na Figura 5.

As LAAOs apresentam especificidade catalitica preferencial por L- aminoécidos
hidrofobicos e aromaticos como L-fenilalanina, L-triptofano, L- tirosina e L-leucina, enquanto
sua afinidade pelos polares e basicos é bem mais reduzida. Sdo consideradas flavoenzimas,
por apresentarem como grupo prostético a flavina adenina dinucleotideo (FAD) ou flavina
mononucleotideo (FMN) (IWANAGA;SUZUKI, 1979; BUTZKE et al., 2005). Este cofator
encontra-se mergulhado profundamente dentro da enzima (Figura 6) através de interacdes
fortes com os atomos da proteina e moléculas de agua conservadas unidas por pontes de
hidrogénio (PAWELEK et al., 2000). A coloracdo amarela das peconhas viperideas esta
relacionada com a presenca de riboflavina que faz parte do grupo prostético (FAD ou FMN)
das LAAOs, o que facilita sua purificacdo (TAKATSUKA et al., 2001; MANRIQUE, 2005).

elole} LAAO coo /po coo
R—{" =~ RN+ —= R%
MH* / \ NH, 0
i O H,0 + H + NHg*
4

Figura 5 — Desidrogenacdo de L-aminoécidos catalisada pela LAAO. Os produtos desta reacdo, 0s o-
iminoacidos, hidrolizam espontaneamente a a-cetoacido e aménia. Os equivalentes reduzidos derivados da
desidrogenagdo sdo transferidos para o co-fator FAD, o qual é prontamente oxidado pelo oxigénio molecular
formando perdxido de hidrogénio.

Fonte: ANDE et al. (2006).
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Figura 6 — Estéreovisdo do sitio catalitico mostrando uma interacdo entre LAAO e L- fenilalanina. As
conformac0es alternativas de His223 e Arg322 sdo designadas como A e B. Pontes de hidrogénio estdo sendo
mostradas em linhas tracejadas. O substrato é mostrado em liga¢Bes cinzentas, FAD em azul e amarelo.
Moléculas de 4gua em esferas na cor magenta e simbolizadas como W.

Fonte: MOUSTAFA et al. (2006).

A compreensdo da contribuicdo destas enzimas para a toxicidade do veneno
comecou a ser revelado quando foi demonstrado que as LAAOs isoladas dos venenos das
serpentes Crotalus adamanteus e Crotalus atrox podem ligar-se especificamente a células
endoteliais de mamiferos (CURTI; MASSEY; ZMUDKA, 1968; TORII et al., 2000).
Ademais, estudos envolvendo LAAOSs isoladas do veneno de serpentes tém revelado efeitos
bioldgicos capazes de prejudicar e induzir a agregacdo plaquetaria bem como, apoptose de
células vasculares endoteliais, eventos que contribuem para o sangramento profuso dos vasos
lesados apds o acidente ofidico (MACHEROUX et al., 2001; DU; CLEMETSON, 2002).

Recentemente diversas LAAOs tém sido purificadas e caracterizadas. A anélise
das mesmas tem revelado diferencas entre seu peso molecular, substrato de acdo, interacao
plaquetéria, inducdo de hemorragia, apoptose e outras caracteristicas (TEMPONE et al., 2000;
ALLI et al., 2000). Apesar destas diferencas, alguns autores afirmam que o mecanismo geral de
toxicidade destas enzimas estd baseado na geracdo de quantidades citotoxicas de H,0,
(TORII; NAITO; TSURUO, 1997).

Segundo Ande et al. (2006) os mecanismos de citotoxicidade induzidos pelas
LAAOs envolvem necrose, apoptose, ou ainda deplecdo da concentracdo de aminoacidos
essenciais do meio de cultura. O processo de necrose estaria relacionado com a acédo direta do
peréxido de hidrogénio sobre a membrana plasmatica da célula, ja 0 mecanismo de apoptose
com o desenvolvimento de alteracdes morfoldgicas, bioquimicas e moleculares que levariam

a celula a morte. As alteraces morfologicas mais frequentes sdo a condensacdo da cromatina,
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desintegracao do nucléolo e reducdo do volume da célula, as bioquimicas, seria a producao de
enzimas oxidantes, ja as moleculares, a degeneracdo do material genético (SOUZA et al.,
1999). A fragmentacdo do DNA nuclear durante o processo de apoptose também € bastante
evidenciada (SOUZA et al., 1999; TORRI et al., 2000; ALI et al., 2000; IIJIMA et al., 2003;
KANZAWA et al. 2004; IZIDORO et al., 2006), enquanto o consumo de amino&cidos do
meio aconteceria devido a oxidacdo dos mesmos. Butzke et al. (2005), ao incubarem uma
LAAO purificada de Aplysia punctata com células Jurkat T em meio de cultura sem
substratos para a formacéao de perdxido de hidrogénio, observaram auséncia de citotoxicidade,
portanto, estes autores acreditam que a perda da atividade citotoxica esteja relacionada com a
auséncia de peréxido de hidrogénio, ja que as condi¢bes eram desfavoraveis para seu
surgimento.

Tempone et al. (2001) demonstraram que o peroxido de hidrogénio foi um forte
indutor de apoptose na forma promastigota de Leishmania ssp. O efeito leishmanicida
observado pelas LAAOs purificadas de peconhas de serpentes teria sido provocado, portanto,
por um estresse oxidativo induzido pelo peréxido de hidrogénio nas células infectadas,
gerando uma atividade proteolitica nas mesmas. Posteriormente a funcdo mitocondrial destas
células estaria comprometida devido a um influxo de célcio ativando outras enzimas, como
Oxido nitrico sintetase, fosfolipases; culminando com um aumento na producdo de radicais
livres e uma consequente destruicdo do material genético levando a célula a entrar em
apoptose. Neste caso, células submetidas ao estresse oxidativo induzido pelo peroxido 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 (1IZIDORO et al., 2006; IZIDORO, 2007).

Por sua vez, Suhr e Kim (1996) demonstraram o efeito citotoxico da LAAO sobre
diferentes linhagens celulares (Tabela 1). Portanto, nos Gltimos anos a apoptose induzida pela
LAAO tornou-se um assunto de grande interesse entre os pesquisadores (SUHR; KIM, 1996;
TORII et al., 1997; ABE et al., 1998; SOUZA et al., 1999; SUHR; KIM, 1999; SUN et al.,
2003; ZHANG et al., 2004; SAMEL et al., 2006).
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Tabela 1 — Efeito citotdxico da L-aminoacido oxidase sobre diversas linhagens celulares

Linhagem Celular % de Viablilidade
L1210 (células murinas de leucemia linfoblastica 8.9
aguda)
MOLT-4 (células de leucemia linfoblastica aguda 23.9
humana)
HL 60 (células de leucemia miel6ide aguda) 43.1
RPMI 1788 (linfécitos humanos) 40.7
Splenocyte (esplendcitos murinos) 65.8
Hela (células epiteliais de carcinoma de colo de 93.1

Utreo humano)
Fonte: SUHR; KIM (1996).

1.8 Apoptose

O desenvolvimento e a manutencdo dos organismos multicelulares dependem de
uma interacdo constante entre as diversas células que constituem seus tecidos e 0Orgaos.
Durante o desenvolvimento embrionério, muitas células produzidas em excesso sdo levadas a
morte, um processo através do qual ocorre a formacdo dos diversos 6rgdos e sistemas que
compdem os seres vivos (MEIER; FINCH; EVAN, 2000).

Por muitos anos, a morte celular foi considerada um processo passivo de carater
degenerativo, que ocorria em situacdes onde havia lesdo celular, infeccdo e auséncia de
fatores de crescimento. Nestas situa¢fes, como consequéncia, a célula altera a integridade da
membrana plasmatica, aumenta o seu volume e perde as suas funcbes metabodlicas (YU;
CHOI, 2000), um processo gque passou a ser denominado de necrose.

A necrose representa uma forma acidental de morte celular cujas principais
caracteristicas morfoldgicas sdo aumento do volume celular, agregacdo de cromatina,
desorganizacdo do citoplasma, perda da integridade da membrana plasmatica lise celular
precoce consequente ruptura celular (Figura 7) com consequente liberacdo do contetdo
citoplasmatico causando dano as células vizinhas além de uma reagdo inflamatoria no local
(ZIEGLER; GROSCURTH, 2004), ou seja, nesta condi¢cdo um grande numero de células séo
lesadas a0 mesmo tempo, e devido ao desencadeamento do processo inflamatério, ha
alteracdes irreversiveis no tecido e/ou oOrgdo afetado (CURTIN; DONOVAN; COTTER,
2002). Entretanto, embora considerada uma resposta passiva a injuria celular, estudos recentes
ja sugerem que a necrose também pode ser regulada geneticamente (ZONG; THOMPSON,
2006).
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Figura 7 — Caracteristicas morfoldgicas da apoptose e da necrose. O processo de morte celular por apoptose
culmina na formacdo dos corpos apoptéticos, e na fase final da morte celular induzida por necrose ha a perda da
integridade celular.

Fonte: GRIVICICH, REGNER e ROCHA (2007).

Atualmente, sabe-se que organismos multicelulares séo capazes de induzir a
morte celular programada como resposta a estimulos intracelulares ou extracelulares
(GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). A apoptose foi reconhecida morfologicamente ha
mais de 30 anos por Kerr, Wyllie e Durrie (1972) sendo denominada, atualmente, como um
tipo de morte celular programada que ocorre individualmente e, portanto, sem causar danos as
células vizinhas, constituindo um mecanismo de remocéo de células lesadas e, de renovacao
celular e tecidual regulado por proteinas que sdo expressadas pelas proprias células durante o
processo de injaria (ANAZETTI; MELO, 2007).

Em outras palavras, a apoptose € um mecanismo rigidamente controlado pela
expressao de genes decorrente da interacdo celula e meio externo, levando a producdo de
varias moléculas com atividades especificas que resultam em alteracdes celulares funcionais
expressas morfologicamente por condensagdo, fragmentacdo cromatinica e formacdo de
protuberancias na superficie celular (Figuras 7 e 8). Estes prolongamentos da membrana
celular aumentam de tamanho e rompem, originando estruturas contendo o conteddo celular
que sdo chamadas de corpos apoptoticos (ISRAELS; ISRAELS, 1999). A morte celular por

apoptose participa de varias situacdes fisiologicas tais como o colapso endometrial durante a
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menstruacdo, a delecdo de células nas criptas intestinais e na embriogénese, a maturacéo e
manutencdo do sistema renal dentre outros (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

Figura 8 — Etapas do processo de morte celular por apoptose: condensacédo, fragmentacéo e liberagdo dos corpos
apoptaticos.
Fonte: http://www.artigosobre.com/Apoptose.

A ativacdo da morte celular programada pode ocorrer através de duas vias
principais: a via extrinseca e a via intrinseca (Figura 9). A primeira é mediada pela ativacao
de receptores de morte celular localizados na membrana citoplasmatica, sendo o fator de
necrose tumoral (TNF) e o Fas (membro da familia dos receptores de TNF) os mais
conhecidos. A via intrinseca depende da participacdo da mitocondria, onde ha liberacdo de
fatores apoptogénicos como citocromo c, o fator indutor de apoptose (AlIF), ATP e proteinas
de choque térmico. Como resultado final de ambas as vias ocorre a ativagdo das caspases,
proteases que quebram proteinas celulares especificas e estdo associadas a degradacdo do
DNA (FISHER, 2001; GESKE; GERSCHENSON, 2001; LORO; VINTERMYR;
JOHANNESSEN, 2003).
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Figura 9 — Vias de sinalizagdo da apoptose. Na via extrinseca hé ativacdo de receptores de morte celular
localizados na membrana citoplasmatica. A via intrinseca € mediada pela participagdo da mitocondria. TPM:
transicdo da permeabilidade mitocondrial.

Fonte: http://www.Sistemanervoso.com/pagina.php?secao=11&materia_id=202&materiaver=1#.

4. Corpusculos apoptdticos

Diversos genes estdo envolvidos no controle da apoptose, alguns desempenham
funcBes anti-apoptdticas como o gene TBcl-2, TMcl-1 e TAL. Outros, como o thx, o TBak e 0
TBad, agem como promotores da morte celular programada. O gene TBcl-x, sintetiza dois
produtos, as proteinas bcl-Xs e bel-X que funcionam como indutora e inibidora da apoptose,
respectivamente. O gene supressor de tumor, 0 TP53, encontra-se implicado na interrupcao do
ciclo celular e inducdo de apoptose nas células com danos irreversiveis no DNA, sendo um
regulador positivo da expressao da proteina bax e negativo da proteina bcl-2 (HALE; SMITH,;
SUTHERLAND, 1996).

Durante o desenvolvimento, a maturacdo renal é devida a um aumento da
proliferacdo de células epiteliais tubulares e glomerulares. Em seguida, hd& um aumento
fisiologico no tamanho destas células. Assim, a homeostasia renal é preservada, na auséncia
de condicOes adversas, a expensas de um equilibrio no numero de células mantido pelo
continuo balango entre a proliferagdo de novas células e sua morte por apoptose. Ha pouca
alteracdo no arcabouco celular renal sob condig¢Ges fisiologicas, entretanto, alteracbes no
ndimero ou no tamanho de células podem ocorrer de varias formas apds injaria renal. Um
decréscimo no numero de células tubulares epiteliais € visto inicialmente associado com
aumento de marcadores pro-apoptoticos apos obstrucdo ureteral e necrose tubular aguda
(SHANKLAND; WOLF, 2000).
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Em tecido renal normal existe a presenca de rarissimas células positivas para o
Fas e para a proteina Bcl-2. Contudo, em pacientes com doencas glomerulares foram
identificadas células positivas para o Fas tanto no mesangio quanto ao longo dos capilares
glomerulares. Assim, dados experimentais existentes até 0 momento sdo altamente sugestivos
de que a apoptose mediada pelo sistema Fas é responsavel pela perda deletéria de células
glomerulares na evolugédo dessas afecgdes (BONINI; MOURA; FRANCO, 2000). Em relagao
a proteina Bcl-2, durante o desenvolvimento renal normal, sua expresdo no condensado de
néfrons € essencialmente necessaria para evitar altos niveis de apoptose e estad relacionada
com a formacdo estrutural da morfogénese tubular e do metanéfron (LIN et al., 1999).

Os epitélios desempenham um papel crucial como barreira de difusdo delimitando
dois compartimentos de composic¢des quimicas distintas, permitindo o transporte transepitelial
de nutrientes, eletrolitos e agua entre os compartimentos (MADARA, 1990). Células
tubulares renais sdo células epiteliais morfologicamente e funcionalmente especializadas para
transporte de ions, agua e macromoléculas através da membrana celular. A reabsor¢do e
secrecdo das varias moléculas por meio destas células sdo processos seletivos e dependentes
de energia, portanto, estes processos sdo prejudicados quando ha lesdo renal como, por
exemplo, na injuria isquémica.

Foi demonstrado que as células epiteliais dos tlbulos proximais renais sdo um
alvo para a morte celular apoptética em decorréncia de isquemia ou injdria tdxica
(LIEBERTHAL; TRIACA; LEVINE, 1996; HAGAR; UEDA; SHAH, 1996a; HAGAR;
UEDA,; SHAH, 1996b) e, na verdade, a apoptose foi descrita como tendo um papel crucial no
crescimento e diferenciacdo das células tubulares proximais renais em cultura primaria
(TANG; CHENG; LIN, 1996). Portanto, qualquer tipo de injdria celular pode desencadear
uma variedade de respostas de adaptacdo, reparacdo, proliferacdo ou morte celular por
necrose e/ou apoptose no tecido epitelial renal culminando no desenvolvimento de injaria
renal.

Pesquisas experimentais com cultura de células evidenciaram que a exposi¢édo
destas a um agente toxico, como um pré-oxidante, por exemplo, pode desencadear morte
celular das mesmas por necrose ou apoptose, a depender da dose e do tempo de exposi¢do ao
agente indutor (DYPBUKT, et al., 1994; BONFOCO et al., 1995). De acordo com ANDE et
al. (2006), sendo as LAAOs isoladas de veneno de serpentes potentes citotoxinas, quando
incubadas com células em cultura, agem primariamente pela produgdo de grandes quantidades
de peroxido de hidrogénio promovendo, portanto, morte celular por necrose. Contudo, estas

enzimas mantém sua citotoxicidade mesmo na presenca de antioxidantes e, neste caso, a
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morte celular se d& por apoptose. Vérios trabalhos j& foram publicados reportando-se a

capacidade da LAAO em induzir apoptose em Vvérias linhagens celulares (Quadro 2).

Quadro 2 — Comparacao de fragcGes L-Aminoacido Oxidase Isoladas de Venenos de Serpentes.

Espécies

Inducéo de
Apoptose

Outros Efeitos

Referéncias

Phragmites australis
Ophiophagus hannah

Trimeresurus
flavoviridis
Agkistrodon Controtix
laticinctus
Agkistrodon halys
blomhoffii

Bothrops moojeni
Trimeresurus stejnegeri
Calloselasma
rhodostoma

Vipera berus berus

Agkistrodon acutus

Nao determinada

Nao determinada

Sim

Sim

Sim

Nao determinada

Sim

Sim

Sim

Sim

Atividade antibacteriana
Induz agregagdo plaqueta-
ria, citotoxicidade

Induz hemdlise

Induz hemorragia

Inibe agregacdo plaqueta-

ria

Atividade antileishimani-
cida
Potencial atividade anti-
HIV

Necrose

Inibe agregacdo plaqueta-
ria

Citotoxicidade

STILES etal. (1991)

LI et al. (1994), AHN et
al. (1997).

ABE et al. (1998).
SOUZA et al., 1999.
SUHR, KIM (1996), e
TAKATSUKA et al.
(2001).

TEMPONE et al. (2001).
ZHANG et al., 2003.
ANDE et al., 2006.

SAMEL et al., 2006.

ZHANG, CUI, 2007.

Portanto, parece claro que a LAAO presente no veneno de serpentes é o

componente responsavel pela inducdo de morte celular por necrose e/ou apoptose e a extensdo

deste efeito é variavel de acordo com o tipo linhagem celular estudada (SUHR; KIM, 1996).



40

2 JUSTIFICATIVA

Desde que Rocha e Silva, Beraldo e Rosenfeld (1949) descobriram a bradicinina
utilizando o veneno da serpente Bothrops jararaca, toxinas animais tém sido largamente
utilizados na medicina como ferramentas farmacoldgicas ou para diagndstico e também como
modelos no estudo de diversos processos de biologia celular e molecular (SAMEL et al.,
2006). Em virtude disso, a toxinologia, ciéncia que se dedica ao estudo de toxinas, estd em
continua expansao no Brasil e no mundo.

Dentre 0s animais venenosos e peconhentos, uma das classes mais estudadas é a
Reptilia, mais especificamente a subordem das Serpentes. Uma vez que a fun¢do do veneno
produzido por estes animais vai além de sua acdo digestiva, servindo também como
mecanismo de defesa contra predadores, essa substancia exerce seus efeitos em gquase todas as
celulas e tecidos assumindo caréater letal em muitos casos.

Os venenos de serpentes correspondem a um complexo conjunto de enzimas e
polipeptidios biologicamente ativos (ROODT et al., 2000). A composicdo dos mesmos
apresenta caracteristicas particulares tanto na intensidade como nos tipos de acles, para cada
espécie de serpente (FURTADO; COLLETO; DIAS DA SILVA, 1991; SANCHEZ et al.,
1992). A peconha das serpentes botropicas possui acdo proteolitica, coagulante e
hemorragica, além de efeito sobre a fungdo renal (KAMIGUTI et al., 1991).

Nos ultimos anos, um representante da classe das oxidorredutases, a L-
aminoacido oxidase, tem tornado-se um atrativo objeto de estudos da enzimologia, biologia
molecular e farmacologia. Tendo em vista que a LAAO constitui grande parte da composi¢ao
total do veneno de serpentes, em algumas serpentes chegando a constituir mais de 30% do
total de proteinas do veneno, esta enzima tem tornado-se assunto de grande interesse de
diversos estudos farmacoldgicos e de biologia molecular. Suas propriedades como inducédo de
apoptose, citotoxicidade, hemolise, agregacao plaquetéria, inducdo de hemorragia ou edema e,
atividades antibacteriana e antiparasitaria ttém sido alvo de pesquisas em todo o mundo
(STABELI et al., 2007).

Entretanto, apesar de décadas de estudos, o mecanismo preciso de acdo da LAAO
e seu papel no envenenamento ainda ndo foram bem esclarecidos. Pouco foi estudado sobre a
LAAO da serpente Bothrops marajoensis, entretanto, sabe-se que LAAOSs de diferentes fontes
exibem diferengas na especificidade, estabilidade e em outras diversas atividades bioldgicas

como citotoxicidade, hemorragia, hemolise e atividade antibactericida e antiparasitaria.
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Muitos estudos visam descobrir a acdo de toxinas animais, bem como, o
mecanismo pelos quais estas causam seus efeitos locais e sisttmicos. Para tanto, a ampliagéo
do conhecimento sobre a acdo das toxinas de venenos busca, na biodiversidade, ferramentas
farmacologicas e/ou elucidacdo de mecanismos fisiopatologicos (PEIXOTO, 2003). Com
isso, € cada vez maior a procura por moléculas ativas que possam atuar mimetizando
hormbnios, ou ainda, com uso potencial nos diversos sistemas biolégicos (VERANO-
BRAGA et al., 2008).

Tendo em vista que a Insuficiéncia Renal Aguda (IRA) é uma complicacdo grave
dos envenenamentos produzidos por ofidios (géneros Bothrops e Crotalus), abelhas
(multiplas picadas), aranhas (género Loxosceles) e lagartas urticantes (género Lonomia) e
diante da importancia clinica desta patologia, esta dissertacdo se propde a estudar os efeitos da
fracdo L-aminoéacido oxidase isolada do veneno da serpente Bothrops marajoensis no modelo
de perfusdo de rim isolado, bem como sobre a linhagem de células MDCK (Madin-Darby
canine kidney).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

+ Avaliar os efeitos renais da fracdo L-aminoacido oxidase isolada do veneno da

serpente Bothrops marajoensis.

3.2 Objetivos especificos

+ Estudar os efeitos da fracdo L-aminoacido oxidase isolada do veneno da
serpente Bothrops marajoensis no sistema de perfuséo de rim isolado;

+ Analisar as alteracdes histopatolégicas no rim perfundido com a fragdo L-
aminoéacido oxidase isolada do veneno da serpente Bothrops marajoensis;

+ Determinar a acdo da fracdo L-aminoéacido oxidase isolada do veneno da
serpente Bothrops marajoensis sobre a viabilidade e proliferacédo de células MDCK;

+ Avaliar o possivel mecanismo pr6 ou antiapoptético promovido pela fracdo L-
aminoacido oxidase isolada do veneno da serpente Bothrops marajoensis sobre células
MDCK.



43

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Farmacologia de Venenos
e Toxinas (LAFAVET), Laboratério de Doencas Infecciosas (LDI), ambos da Faculdade de
Medicina; e no Laboratorio de Cultivo Celular (LCC), Departamento de Anélises Clinicas e

Toxicologicas da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Ceara.

4.1 Animais de experimentacao

Foram utilizados ratos Wistar adultos, machos, pesando entre 250 e 300g,
provenientes do biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal do Ceard. Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno e mantidos
em ambiente climatizado entre 22 + 0,5°C, com luminosidade (12 horas de ciclo claro/escuro),
umidade e circulacdo de ar controlados, recebendo racdo padrio (Biotec®) e agua “ad
libitum”. Cerca de 8 a 12 horas antes dos experimentos de perfuséo renal, 0s mesmos foram

mantidos em jejum, recebendo apenas agua “ad libitum”.

4.2 Células MDCK

As células MDCK foram gentilmente cedidas pela Prof®. Dra. Julia Manso
(Departamento de Bioquimica, Universidade Séo Paulo - USP).

4.3 Purificacdo da fragdo L-aminoacido oxidase isolada do veneno da serpente Bothrops

marajoensis

A fragdo L-aminoacido oxidase da serpente Bothrops marajoensis foi gentilmente
cedida pelo Prof. Dr. Marcos Hikari Toyama da Universidade do Estado de Sdo Paulo
(UNESP), Campus do Litoral Paulista, Unidade de Séo Vicente.
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Sua purificagdo foi realizada por meio de técnicas cromatogréficas, em trés fases.
Inicialmente, o veneno total da serpente Bothrops marajoensis foi fracionado através de
HPLC (Protein Pack SP 5PW Waters) de acordo com protocolo descrito por TOYAMA et al.
(2001) e BONFIM et al. (2001). Aproximadamente 5 mg do veneno total foi dissolvido em
250uL de bicarbonato de aménia (50 mM), pH 7,8 (Tampdo Al), homegeneizado,
centrifugado a 45009 por 5 minutos, e aplicado na coluna de troca idnica catidnica (Protein
Pack SP 5PW, Waters). O sistema cromatografico foi previamente equilibrado com tampéo
Al por 30 minutos antes da injecdo da amostra. A eluicdo da fracdo do veneno foi conduzida
usando tampéo B1 (1 M de bicarbonato de amonia, pH 7,9). O sistema foi ligado em um fluxo
constante de 1,0 mL/min e o perfil cromatografico foi determinado através da leitura da
absorbancia a 280nm. A atividade da LAAOBM foi entdo analisada pelo ensaio em
microplaca.

Na segunda fase, a fracdo de LAAOBM obtida, foi submetida a uma segunda
cromatografia usando a coluna Protein Pack DEAE 5PW (Waters). A maior quantidade de
LAAOBM obtida (10mg) foi dissolvida em 400 mL de tampdo bicarbonato de aménia
(0,05M), pH 7,8. A amostra obtida na primeira fase da cromatografia foi submetida a uma
centrifugacdo de alta-rotacdo e o sobrenadante aplicado a coluna protéica, previamente
equilibrada com o mesmo tampdo. As proteinas foram eluidas em um fluxo constante de 1,0
mL/min, usando um gradiente linear (0,05-1,0 M) de bicarbonato de amonia e o perfil de
eluicdo da amostra foi monitorado a 280nm. As fracdes contendo LAAOBM foram
misturadas e estocadas a -20 °C.

Na ultima fase, a maior quantidade de LAAOBM purificada da segunda fase,

foi dissolvida em 400 mL de bicarbonato de aménia (0,3 M), pH 7,9, foi submetida a

ultracentrigacdo de 4500g por 2 minutos. O sobrenadante foi fracionado em uma coluna de 1

x 30 cm de Superdex 200 (Pharmacia). A principal fracdo da LAAOBM foi submetida a um

processo de dessanilizacdo por meio de ultra-filtragdo com filtros millipore e limite de peso
molecular de 30 kDa. A fragdo concentrada foi recuperada e estocada a -20 °C (Figura 10).

Para a realizacdo dos ensaios foi preparada uma solugdo stock (1mg/mL) da

substancia em estudo diluida em tampéo fosfato salina (PBS), pH 7.4, estéril.
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Figura 10 — Esquema de Purificacdo da LAAOBM. A: Fase 1 — cromatografia do veneno bruto aplicado na
coluna de troca ibnica catibnica (Protein Pack SP 5PW, Waters); B: Fase 2 — isolamento da LAAOBM em
coluna Protein Pack DEAE 5PW (Waters); C: Fase 3 — Determinacdo do peso molecular da LAAOBM em
coluna de 1 x 30 cm de Superdex 200 (Pharmacia).
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Quadro 3 — Comparacdo da sequéncia N-terminal aminoacido da LAAOBM com outras fragdes LAAO
extraidas de veneno de serpentes obtidas da pesquisa de similaridade BLAST (PubMed, MEDLINE).

Género da Serpente
LAAO — Bothrops marajoensis
LAAO - Bothrops insularis

Sequéncias
AHDGNPLEECFREDDEEFFLEIAKNGLTATSNPKRVVIV...
ADDKNPLEEDFREDDYEFFLEIAKNGLSTTSNPKRVVIVGAG...

LAAO - Bothrops moojeni

ADDRNPLEECFRETDYEEFLEIAKNGLSTTSNPKRVVIVGAG...

LAAO - Crotalus adamanteus

AHDRNPLEECFRETDYEEFLEIAKNGLTATSNPKRVVIVGAG...

LAAO — Bothrops neuwiedi
LAAO — Agkistrodon piscivorus

LAAO — Trimeresurus
stejnegeri

LAAO — Bothrops pirajai

ADDGNPLEECFRETDYEEFLEIAKNGLSATSNPKHVVIVGAG...
ADDRNPLEECFRETDYEEFLEIARNGLKATSNPKHVVIVGAG...
ADDRNPLEECFRETDYEEFLEIARNGLKATSNPKHVVIVGAG...

ADDKNPLEEFRETNYEVFLEIAKNGLKATSNPKRVVIVGAAG...

Fontes: BRAGA et al. (2008); 1ZIDORO et al. (2006).

4.4 Perfusao de rim isolado

4.4.1 Sistema utilizado

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da funcdo renal

levou inimeros pesquisadores a desenvolverem a técnica de perfusdo de rim isolado. Este
sistema consiste na perfusdo de rim isolado com recirculagdo (FONTELES et al., 1983;
MONTEIRO; FONTELES, 1999) composto por dois subsistemas, um in situ e outro em
circuito fechado para perfusdo in vitro. Esse sistema apresenta a vantagem da manutencédo
constante de parametros funcionais renais com utilizacdo de albumina 6g% na solucdo

perfusora, mantendo constantes as substancias dialisaveis, além de possuir uma oxigenacao

(95% O,/ 5% CO,) adaptada ao proprio sistema (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 - Foto do sistema de perfuséo de rim isolado.
Fonte: LAFAVET - UFC.

Catabolhas

e

Canula
Arterial

Coletor
de Urina

Condensador

Filtro

Banho Maria

Seringa

Figura 12 - Desenho esquematico do sistema de perfusdo de rim isolado.
Fonte: LAFAVET - UFC.
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O sistema utilizado é constituido pelos seguintes componentes:

e Banho-maria - para a manutencdo da temperatura constante do pulmao tipo silastico
entre 36 e 37 °C;

e Bomba aquecedora com termostato - para manutengdo de uma temperatura
constante no sistema entre 36 e 37 °C;

e Bomba de perfusdo de Watson - bombeia a solugéo de perfuséo ao longo do sistema;

e Catabolhas - evita a entrada de bolhas nos rins;

e Coletor de urina — frasco que coleta a urina;

e Condensador — reservatério da solucdo perfusora;

e Filtro Millipore 5 um — filtra a solugao perfusora;

e Fluxdmetro — para mensurar o fluxo de perfuséo (mL/hora);

e Mandmetro de mercuario — para mensurar a pressao de perfusdo (mmHg);

e Pulmao tipo silastico — promove as trocas gasosas (95% O, e 5%CO0O, );

e Seringa coletora — seringa coletora de perfusato.

4.4.2 Calibracéo do sistema

A calibracédo do sistema foi realizada antes de cada experimento com uma solucéo
de cloreto de sddio a 0,9% mantida a 37°C. Foram registrados para cada unidade da bomba de
perfusdo (1, 2, 3, 4 e 5) a pressao de perfusdo (mmHg), o fluxo da solucéo no sistema (L/min)
e 0 volume de solucédo coletado em um min (mL/min). Para uma melhor adaptacdo do sistema
as unidades, a coleta de dados foi realizada em intervalos de 2 minutos. As Figuras 13, 14 e

15 mostram que o sistema manteve-se constante em todos 0s grupos experimentais.
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Figura 13 — Valores de pressao de perfusdo (PP) registrados durante a calibracdo do sistema (n = 6).
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Figura 14 — Valores registrados pelo fluxémetro (L/min) durante a calibragéo do sistema (n=6).
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Figura 15 — Valores de volume urinario (mL/min) registrados durante a calibracdo do sistema (n = 6).

4.4.3 Solucéo perfusora

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada (FONTELES, 1998), concentrada 20
vezes, continha NaCl = 138g; KCI = 7g; NaH,PO,4.H,0 = 3,2g; MgS0,.7H,0 = 5,89 e Ureia
= 10g. Quarenta e oito horas antes dos experimentos, 100 mL desta solu¢do foram separados e
acrescidos de NaHCOj3; = 4,2g; CaCl,.2H,0 = 0,74g; glicose = 2g e penicilina G potassica
cristalina = 0,05g. Em seguida, o volume foi completado para 2000 mL com éagua bidestilada.
Foram retirados 300 mL desta solucdo, volume ao qual adicionou-se aloumina bovina (69%).
Esta solucdo final foi dializada auxiliada por homogeneizador. A dialise teve como objetivo
retirar substancias contaminantes como piruvatos, citratos e lactatos (COHEN; KOOK;
LITTLE, 1977; ROSS, 1978).

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada para dialise foi trocada com 24 horas.
No final, ap6s 48 horas de dialise, a solucdo perfusora foi acrescida com 0,15g de inulina. O

pH da solucdo perfusora foi ainda ajustado entre os valores de 7,3 a 7,4.
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4.4.4 Técnica cirdrgica

As cirurgias foram realizadas segundo o metodo descrito por Balhlamann,
Giebisch e Ochwadt (1967), Nishiitsutji-Uwo et al. (1967), Ross (1978) e Fonteles et al.
(1983). Os animais (n=4) foram anestesiados com pentobarbital sdédico na dose de 50mg/kg
de peso corporal. Inicialmente, a veia femoral foi isolada e manitol (100mg/mL — 3 mL,
independentemente do peso; Figura 16a) foi administrado a fim de facilitar a visualizacdo e a
fixacdo da canula ao ureter.

ApoGs assepsia da parede abdominal, procedeu-se uma incisdo mediana e duas
incisdes perpendiculares a linha alba para uma melhor observacdo das estruturas anatbmicas.
Com uma lupa (aumento de 7 x) o ureter foi identificado, dissecado e canulado com um tubo
de polietileno PE-30 (Figura 16b).

)

Figura 16 — Etapas iniciais do procedimento cirlrgico para exérese renal. A: administracdo de manitol pela veia
femoral no animal anestesiado; B: canulacdo do ureter.
Fonte: LAFAVET — UFC.

A artéria renal foi isolada (Figura 17a) e canulada (Figura 17b) através da artéria
mesentérica superior. Durante o procedimento cirurgico, uma parte da solugéo ja oxigenada

(40 mL) foi desviada para o sistema de perfusdo in situ, para perfundir o rim ainda in vivo,
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evitando qualquer isquemia ao 6rgéo. Finalmente, o rim foi transportado para o sistema de

perfuséo in vitro, sem a interrupgdo do fluxo (Figura 18).

Figura 17 — Etapas finais do procedimento cirdrgico para exérese renal. A: visualizacdo da artéria renal; B:
canulacdo da artéria renal pela artéria mesentérica.
Fonte: LAFAVET — UFC.

Figura 18 — Fotografia do rim de rato isolado no sistema de perfuséo.
Fonte: LAFAVET — UFC.
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4.4.5 Grupos experimentais

O estudo com a fragdo L-aminoacido oxidase isolada do veneno da serpente
Bothrops marajoensis sobre a funcdo renal foi iniciado apds um periodo de controle interno
de 30 minutos e as observagdes foram feitas durante os 90 minutos seguintes.
e Grupo controle: rins perfundidos somente com solucdo de Krebs-Henseleit modificada
(n=6);
e Grupo tratado com fracdo L-aminoacido oxidase isolada do veneno da serpente

Bothrops marajoensis na concentragdo de 10pug/mL (1mg em 100mL; n = 4).

4.4.6 Protocolo experimental

Os experimentos foram iniciados apds a estabilizacdo e adaptacdo do 6rgdo as
novas condigdes. Os 30 minutos iniciais foram utilizados como controle interno. Apos este
periodo, foi adicionada a substancia teste ao sistema e, a cada cinco minutos, foram
registrados a pressao de perfusdo e o fluxo de perfusdo em manémetro e fluxémetro,
respectivamente, em um periodo total de 120 min. Amostras do perfusato e da urina foram
coletadas a cada dez minutos e depois congeladas a -20 °C para posterior dosagem de sodio,
potassio, cloreto, inulina e determinacdo da osmolaridade, importantes na delimitacdo dos
seguintes parametros de funcdo renal: pressao de perfusdo (PP), resisténcia vascular renal
(RVR), ritmo de filtracdo glomerular (RFG), fluxo urinario (FU) e transporte tubular de sddio
(%TNa"), potassio (%TK™) e cloreto (%TCI).

4.4.7 Andlises bioquimicas dos perfusatos e urinas

Nas amostras de urina e perfusato foram realizadas dosagens de sddio, potassio e
cloreto utilizando aparelho de fons eletrodos seletivos (RapidChem 744 — Bayer®
diagnostica).

A inulina do perfusato e da urina foi determinada por hidrélise direta, conforme
Walser, Davidson e Orloff (1955) e Fonteles et al. (1983) com modifica¢fes que reduziram as
guantidades de amostras e reagentes utilizados. Para tanto, foram realizadas leituras
fotométricas em espectrofotdmetro e a osmolaridade determinada através de osmémetro

(Vapor pressure osmometer — modelo 5520 ESCOR).
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O Quadro 4 apresenta as férmulas utilizadas para determinacdo de parametros
funcionais renais (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978; FONTELES, 1980).

Quadro 4 — Férmulas utilizadas para determinagéo dos parametros renais

Parametros renais

11. EK* (LEq.g™ . min™ ) — Potéssio excretado

12. TK* (uEq.g™ . min™) — Potassio transportado
13. %TK" — Percentual de potéssio transportado
14, TCI' (UEq.g™. min™) — Cloreto transportado
15. %TCI" — Percentual de cloreto transportado
16. FCI" (UEq.g™ . min™) — Cloreto filtrado

17. ECI (uEq.g" . min™) — Cloreto excretado
18. Cosm (mL.g™.min™) — Clearance osmético

1. PP (mmHg) — Pressdo de Perfusdo

2. FU (mL.g™. min™) — Fluxo Urinério

3. RFG (mL .g%. min? ) — Ritmo de Filtracéo
Glomerular

4. FPR (mL .g™*. min? ) — Fluxo de perfusio
renal

5. RVR (mmHg/mL .g*. min™) — Resisténcia
vascular renal.

6. FNa* (uEq.g™ . min™) — Sédio filtrado

7. ENa* (uEq.g™ . min™) — Sédio excretado

8. TNa" (uEq.g™. min™) — Sédio transportado
9. %TNa" — Percentual de sédio transportado

10. FKa' (uEq.g™ . min™) — Potéssio filtrado

Férmula
Leitura em mandmetro

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

RFG = (DOUin / DOPin x FU) sendo DOUin =
densidade ética da inulina na urina e DOPin =
densidade otica da inulina no perfusato.

Registrado a cada 10 min/peso do rim/intervalo
de tempo

RVR = PP (mmHg) / FPR

FNa' = RFG x PNa"
ENa*=FU x UNa"
TNa*=FNa" - ENa"
%TNa* = TNa" x 100/ FNa*
FKa® = RFG x PKa"

EK" =FU x UKa"
TK'=FK" - EK"

%TK" = TK" x 100/ FK"
TCI' =FCI' - ECI

%TCI" =TCI" x 100/ FCI
FCI'=RFG x PCI'
ECI'=FU x UCI’

[Uosm / Posm] x FU (onde Uosm =

Osmolaridade urinédria e Posm = Osmolaridade
do perfusato)
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4.4.9 Andlise histopatoldgica

Ao final de cada experimento foi retirado um fragmento longitudinal do rim
direito (perfundido) e do rim esquerdo (controle), os quais foram armazenados em formol
10% para posterior exame histologico. Os fragmentos foram submetidos a desidratacéo,
diafanizacdo e em seguida, cortados em uma espessura de 5um. Foram realizadas coloragdes
de hematoxilina-eosina (HE) e as laminas analisadas através de um microscopio de luz
(Nikon) em colaboracdo com o Professor Dr. Dalgimar Beserra de Menezes do

Departamento de Patologia da Universidade Federal do Ceara.
4.5 Ensaios com cultura de células
4.5.1 Cultivo das células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney)

As células Madin-Darby canine kidney (MDCK; Figura 19) sdo o melhor modelo
estabelecido de células renais tubulares distais e, portanto, sdo amplamente utilizadas em
diversos protocolos experimentais (WIEGELE; BRANDIS; ZIMMERHACKL, 1998;
FULLEKRUG et al., 2006).

As células MDCK foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (Corning, 75
cm?, volume de 250 mL para células em suspensdo); utilizando o meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina).
As células foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,, seguido da
observacdo do crescimento celular com ajuda de microscopio de inversdo a cada 24 horas
(BUTLER; DAWSON, 1992, Figura 20).
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Figura 19 — Microfotografia de células MDCK em cultura (aumento de 400x).
Fonte: Laborat6rio de Cultivo Celular (LCC - UFC).

Figura 20 — Microfotografias de células MDCK apds A: 6 horas, B: 36 horas e C: 60 horas do cultivo (aumento

de 400x).
Fonte: Laboratério de Cultivo Celular (LCC - UFC).

4.5.2 Ensaio de viabilidade e citotoxicidade celular

O ensaio consiste em uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-
(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolio (MTT) para formazan, pela
atividade da enzima succinil-desidrogenase presente na mitocondria da célula viavel

(MOSMANN, 1983), permitindo, dessa maneira, quantificar a percentagem de células vivas.
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Este método baseia-se, portanto, na atividade mitocondrial das células vidveis que sdo capazes
de reduzir o MTT e formar um produto colorido insoltvel em &gua, o sal de formazan.

A citotoxicidade foi estimada também, por curva de interpolagdo, como a
concentracdo da fracdo L-aminoacido oxidase do veneno da serpente Bothrops marajoensis
capaz de inibir 50% das células (Clsp), correlacionando a média do percentual de células
mortas com a concentracdo de veneno e examinadas por analise de regressao ndo-linear
utilizando o programa GraphPad Prism 5 versdo 5.0, o qual gerou um gréfico de absorbancia

X concentracdo da substancia-teste.
4.5.2.1 Ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT)

Para realizacdo do ensaio com MTT, as células MDCK foram mantidas em meio
de cultura RPMI 1640 sem SBF por 24 horas para sincroniza-las na fase Gy do ciclo celular.
Em seguida, foram deslocadas das garrafas de cultura por meio da exposigao a tripsina-EDTA
(0,25/0,02% v/v) por aproximadamente 10 min em estufa de CO, a 37°C, suspensas em meio
de cultura e centrifugadas por 5 min a 4000 rpm. ApOs ressuspensao e quantificacdo em
camara de Neubauer, as células MDCK foram adicionadas em cada po¢o da placa de 96 pocos
na quantidade de 200 pL de uma solucéo contendo 1x10° células/mL (Figura 21). Decorridas
24 horas do plaqueamento, foram adicionadas aos pogos diferentes concentracfes da fracdo L-
aminoéacido oxidase isolada do veneno da serpente Bothrops marajoensis (1,562; 3,125; 6,25;
12,5; 25; e 50 pg/mL). Ap6s mais 24 horas do tratamento com a substancia-teste, foi
removido 100uL do sobrenadante do meio de cultura e a seguir, adicionou-se 10uL da
solucdo do sal de tetrazolium (MTT; 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina; Sigma) dissolvido em PBS. Apo6s incubacdo por 4 horas em estufa com 5% de
CO, a 37°C, adicionou-se 90uL da solucdo de dodecil sulfato de sédio 10% (SDS) dissolvido
em HCL 0,01N para solubilizar os cristais de formazan formados. Mantidas em estufa com
5% de CO, a 37°C por 17 horas, as placas foram submetidas a leitura em espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 570nm (Figura 22).

Foram realizados trés experimentos independentes e em triplicada para cada
concentracdo. Controle negativo correspondeu como 100% de sobrevivéncia das células
MDCK tratadas apenas com o veiculo de diluicdo da substancia teste, e a viabilidade celular
foi determinada por comparagdo entre os percentuais médios de células vivas neste grupo e
nos demais grupos tratados com a substancia-teste (MOSMANN, 1983). Os experimentos

foram analisados segundo suas médias e respectivos erros-padrao.
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4.6 Ensaios para avaliacdo de expressédo génica

Para os ensaios de avaliacdo da expressdo génica, as células MDCK foram
cultivadas em placas de cultivo de 24 pocos na concentracdo de 1 x 10° células/mL/poco.
Apo0s 24 horas de cultivo em estufa com 5% de CO, a 37°C, adicionou-se em cada pogo a
fracdo LAAO isolada do veneno da serpente Bothrops marajoensis nas concentragdes de
2,5ug/mL; 1,25pg/mL e 0,625ug/mL em hexaplicata e incubou-se as células novamente em
estufa com 5% de CO, a 37°C. Decorridas 24 horas, as células foram deslocadas dos pocos
por meio da exposi¢do a tripsina-EDTA (0,25/0,02% v/v), centrifugadas e o sobrenadante foi
descartado. Para cada concentragcdo da substéncia-teste foram obtidos seis precipitados, os
quais foram misturados para obter-se apenas uma amostra de cada concentracdo. O
experimento teve sequéncia com os procedimentos de isolamento de RNA total utilizando o
kit RNeasy Mini (Qiagen) e automagdo pelo equipamento Qiacube. Foram realizados trés

experimentos independentes (n = 3), porém nas mesmas condicdes.
4.6.1 Isolamento de RNA total

Para o isoldamento do RNA total, adicionou-se ao precipitado de células o
volume de 350 uL do tampéo de lise contendo B-mercaptoetanol. As células foram lisadas
guando submetidas ao émbolo de agulha hipodérmica (13x4,5cm). A solucdo com as células
lisadas foi centrifugada a 14.000 xg por 3 minutos e o sobrenadante foi aplicado a um tubo
eppendorf de 2,0 mL que foi aplicado ao equipamento QiaCube (Qiagen). A partir de entdo
todo o isolamento foi realizado automaticamente, seguindo o protocolo descrito pelo kit e ja
programado ao equipamento. A Figura 23 demonstra as etapas realizadas automaticamente

pelo equipamento QiaCube.
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Figura 23 — Esquema gréfico do isolamento de RNA total com automagao pelo equipamento QiaCube (Qiagen).

4.6.2 Reacdo de transcriptase reversa

Com a finalidade de analisar a expressdo génica de alguns dos marcadores
apoptéticos e anti-apoptéticos envolvidos nos efeitos causados pela L-aminoéacido oxidase
isolada do veneno da serpente Bothrops marajoensis nas células renais MDCK, o RNA total
foi transformado em DNA complementar (cDNA) através da reacdo de Transcriptase reversa.
Para tanto, utilizou-se a enzima do kit SuperScript™ Il Reverse Transcriptase System
(Invitrogen, USA).

Resumidamente, uma quantidade de 1ug de RNA total extraido foi adicionado a
um tubo eppendorf (0.2uL) contendo 1 uL de primer oligo(dT) (50uM), 1 uL de uma
mistura de desoxinucleotideos (ANTP mix, 10mM) e agua miliQ foi adicionada para
completar um volume de 10 pL. Essa primeira mistura (reacdo A) foi aquecida a 65°C para a

desnaturacdo do RNA e anelamento do primer oligo(dT), com a cauda polyA do RNA
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mensageiro por 5 minutos. Imediatamente apds este periodo, a reacdo foi resfriada em gelo
por pelo menos 1 minuto e, a esta solucédo, foi adicionada uma reacdo B que continha: 2uL de
tampéo de sintese de cDNA (10X), 4 ul de MgCl, (25mM), 2uL de DTT (0,1M), 1uL de uma
solucdo RNAseOUT (40U/uL), e 1uL da enzima SuperScritp™ 111 RT (200 unidades/uL). O
tubo contendo as duas misturas (20uL) foi levado a um termociclador onde permaneceu
inicialmente por 50 minutos a uma temperatura de 50°C. Passado este periodo, a reacédo foi
aquecida a uma temperatura de 85°C por 5 minutos e entéo resfriada imediatamente a uma
temperatura de 4°C. Finalizando o processo, 0 cDNA sintetizado foi acrescido de 1uL de
RNase H e incubado por 20 minutos a 37°C. O cDNA sintetizado foi mantido em freezer -

20°C até a realizacdo de sua amplificacdo pela técnica de PCR em tempo Real (qPCR).

4.6.3 Reacdo de polimerase de cadeia em tempo real (JPCR)

Analisou-se a expressdo dos genes pro-apototicos e anti-apoptéticos BAX, BCL-
XL e MCL-1 utilizando o equipamento iQ5 Real Time PCR Detection System (Bio-Rad).
Esta tecnologia € baseada na deteccdo em tempo real da amplificacdo de uma amostra de
DNA ou cDNA pela técnica de PCR. Através dessa tecnologia é possivel a quantificacdo das
amostras de cDNA na fase exponencial da cinética de amplificacdo, periodo no qual a PCR
pode ser quantificado. Isto foi possivel com a utilizacdo da deteccdo da quantidade de
fluorescéncia de SYBR Green, corante especifico que se liga a um produto de dupla fita de
DNA. Os iniciadores (Quadro 5) de DNA (primers) aqui utilizados foram desenhados com
base nas sequéncias de RNA mensageiro dos genes investigados acima descritos obtidas no
sitio eletronico do National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Todas as reacOes de PCR em tempo Real foram realizadas num volume total de 25
uL contendo 12,5 uL de iQ Supermix (solucdo padrdo de amplificacdo contendo tampéo
salino, uma mistura de deoxinucleotideos, enzima amplificadora e corante SYBR Green onde
todas estavam em concentragdes otimizadas pelo fabricante), 200 nM dos iniciadores e 2 uL
de cDNA das amostras. Amostras negativas foram também testadas onde o cDNA era
substituido por 4gua mili-Q autoclavada. As condi¢des da PCR foram empregadas da seguinte
forma: um periodo de desnaturacéo inicial a 95°C por 3 minutos seguidos de 40 ciclos para as
reacOes de amplificagcdo dos genes testes descritos acima. Cada ciclo continha uma fase de

desnaturagdo a 95°C por 30 segundos, uma fase de anelamento a 60°C por 30 segundos, e
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uma fase de extensdo da cadeia de DNA a 72°C por 1 minuto. Ao final dos ciclos

submetemos as amostras a uma extensao final na temperatura de 72°C por 3 minutos.

Quadro 5 — Sequéncia dos iniciadores usados na reacdo de gPCR.

Genes Sequéncia dos Iniciadores (5°- 3”)
senso (F) e antisenso (R)
BAX F - CGAGCTGATCAGGACCATCA

R - CACGTGGGTGTCCCAAAGTA

MCL-1 F - AACAAACTGGGGCAGGATTG

R — AAACCCATCCCAGCCTCTTT
BCL-XL F—-GGCCTTTTTCTCCTTCGGTG

R - CTCTCGGCTGCTGCATTGTT

Fonte: NCBI.

Com o intuito de analisar a especificidade das amplificacdes, ou seja, saber se 0s
produtos formados eram especificos para os genes testados, foi realizada, apds cada reacao,
uma curva de fusdo (Melting Curve) onde a temperatura da reacdo era acrescida em 1°C a
cada 20 segundos, iniciando a partir das temperaturas de anelamento de cada iniciador e
terminando a 95°C. Os dados obtidos pelo iQ5 Optical System Software (Version 2.0) foram
baseados no valor do ciclo limiar (Ct — Threshold cycle), ou ciclo de amplificacdo, onde a
quantidade de fluorescéncia observada € 10 vezes maior que a fluorescéncia inicial ou basal
de cada reacdo de PCR. Quanto maior a expressdo do gene testado menor o numero de ciclos
para que a fluorescéncia atinja o patamar de 10 x maior que a fluorescéncia basal. A
avaliacdo da expressdo génica foi obtida utilizando o método matematico descrito por Pfaffl
(2001).

4.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (E.P.M.), onde
n representa 0 nimero de experimentos. Para as comparagdes estatisticas entre dois grupos
utilizou-se teste t-Student pareado ou ndo pareado. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05. A Cls, foi estimada por curva de interpolagéo
como a concentracdo inibitoria média capaz de provocar 50% de inibicdo celular,
correlacionando os percentuais médios de células mortas e a concentracdo da substancia em
estudo avaliada por analises de regressdao nao linear. As anlises estatisticas foram realizadas

utilizando os programas estatisticos Graph Pad Prism 5.0 (USA).
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4.7 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Animal

(CEPA) da Universidade Federal do Ceara e aprovado sob o nimero 79/08.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos da fracdo L-aminoéacido oxidase isolada do veneno da serpente Bothrops

marajoensis sobre o rim isolado

O grupo tratado apenas com a solucdo perfusora Krebs-Henseleit modificada
(n=6) ndo apresentou alteracGes significativas nos parametros de funcdo renal durante os 120
minutos do experimento.

A fracdo L-aminodcido oxidase isolada do veneno da serpente Bothrops
marajoensis (LAAOBM) foi adicionada ao sistema de perfusdo, na concentracdo de 10
pug/mL (n=4), ap6s 30 minutos do inicio de cada experimento, periodo estabelecido como
controle interno.

Observou-se uma reducdo da pressdo de perfusdo aos 90 e 120 minutos ap6s
adicdo da LAAOBM ao sistema de perfusdo quando comparada ao grupo controle (Figura
24). Houve também uma reducéo da resisténcia vascular renal aos 120 minutos (Figura 25).

A Figura 26 mostra uma queda abrupta e acentuada do fluxo urinario aos 90
minutos que, apesar da tendéncia a recuperacdo observada aos 120 minutos, ainda mostrou-
se bastante reduzido quando comparado ao grupo controle.

A infusdo da LAAOBM promoveu uma queda do ritmo de filtracdo glomerular
aos 90 e 120 minutos quando comparada ao grupo controle (Figura 27). N&o foram
observadas alteracGes significativas no percentual de transporte tubular proximal de sédio
(Figura 28) e no percentual de transporte tubular de potassio (Figura 29).

A LAAOBM reduziu gradativamente o percentual de transporte tubular de sodio
aos 90 e 120 minutos quando comparados ao grupo controle (Figura 30), no entanto,
observou-se uma reducdo do percentual de transporte tubular de cloreto em decorréncia do
uso da LAAOBM nos tempos de 60, 90 e 120 minutos quando comparados ao grupo controle
(Figura 31).
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Figura 24 — Pressdéo de Perfusdo (PP) nos grupos controle (n = 6) e tratado (n = 4)

com a fracdo L-aminoacido oxidase isolada do veneno da Bothrops marajoensis (LAAOBM: 10 pg/mL).
Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05.
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Figura 25 — Resisténcia Vascular Renal (RVR) nos grupos controle (n = 6) e tratado (n = 4) com a fragdo L-
aminocido oxidase isolada do veneno da Bothrops marajoensis (LAAOBM: 10 pg/mL). Valores comparados
ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05.
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Figura 26 — Fluxo Urinario (FU) nos grupos controle (n = 6) e tratado (n = 4) com a fracdo L-aminoacido
oxidase isolada do veneno da Bothrops marajoensis (LAAOBM: 10 ug/mL). Valores comparados ao controle
nos mesmos periodos com *p<0,05.
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Figura 27 — Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG) nos grupos controle (n = 6) e tratado (n = 4) com a fracéo
L-aminoacido oxidase isolada do veneno da Bothrops marajoensis (LAAOBM: 10 pg/mL). Valores
comparados ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05.



68

100+
@l CONTROLE
@l LAAOBM
30 60 90 120
Tempo (min)
Tempo (mim) 30 60 90 120
%TNa" Controle 75.64 +1.41 74.69 + 0.98 73.84 £ 2.64 74.94 +3.02
%TNa" LAAOBM 79.76 + 2.44 75.47 + 3.96 66.58 + 2.17 62.55 + 3.74

Figura 28 — Percentual de Transporte Tubular Proximal de Sodio (%pTNa®) nos grupos controle (n = 6) e
tratado (n = 4) com a fragdo L-aminoacido oxidase isolada do veneno da Bothrops marajoensis (LAAOBM: 10
pg/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05.
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Figura 29 — Percentual de Transporte Tubular de Potéssio (% TK™) nos grupos controle (n = 6) e tratado (n =
4) com a fragdo L-aminoacido oxidase isolada do veneno da Bothrops marajoensis (LAAOBM: 10 pg/mL).
Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05.
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Figura 30 — Percentual de Transporte Tubular de Sodio (%TNa") nos grupos controle (n = 6) e tratado (n =
4) com a fragcdo L-aminodcido oxidase isolada do veneno da Bothrops marajoensis (LAAOBM: 10 pg/mL).
Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05.

100+
Hl CONTROLE
80- x . BN LAAOBM
*
IL_) 604
s
> 404
204
0-
30 60 90 120
Tempo (min)
Tempo (mim) 30 60 90 120
%TCI Controle 80.90 + 0.34 82.25+1.08 80.65 + 0.89 79.53 + 0.80
%TClI" LAAOBM 81.62 +1.80 74.77 + 1.50 71.10 + 2.38 66.34 + 1.33

Figura 31 — Percentual de Transporte Tubular de Cloreto (% TCI") nos grupos controle (n = 6) e tratado (n = 4)
com a fragdo L-amino4cido oxidase isolada do veneno da Bothrops marajoensis (LAAOBM: 10 pg/mL).
Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05.
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5.2 Andlise histoldgica dos rins perfundidos com a fracdo L-aminoacido oxidase isolada
do veneno da serpente Bothrops marajoensis

A Figura 32 mostra um corte histologico de rim perfundido somente com solucéo
de Krebs-Hanseleit mostrando que ndo ha alteragGes provocadas pelo veiculo. As laminas
analisadas demonstraram que glomérulos, tibulos, vasos e intersticios normais.

Os rins esquerdos serviram como grupo controle ndo apresentando também
qualquer alteracdo em glomerulos, tabulos, vasos e intersticio (Figura 33).

A anélise histoldgica dos rins perfundidos com LAAOBM mostrou a presenca de
alterac6es morfoldgicas significativas.

Os rins direitos, perfundidos com LAAOBM na concentracdo de 10 pg/mL,
evidenciaram alteracdes na arquitetura renal, exceto em espaco intersticial e vascular (Figura
34). Foi encontrado, também na andlise histologica, deposicdo de abundante material
proteindceo nos tabulos (Figura 35) e espaco urinario (glomerular, Figura 36).

Figura 32 — Fotomicrografia de rim perfundido somente com solugéo de Krebs-Henseleit modificada, mostrando
que a perfusdo ndo altera a fisiologia renal: glomérulos (setas), tibulos contorcidos distais e proximais (estrelas).
(Aumento 400x, coloracdo de hematoxilina-eosina; n=6).



Figura 33 — Fotomicrografia de rim esquerdo ndo perfundido: glomérulos (setas), tibulos contorcidos distais e

proximais (estrelas). (Aumento 400x, coloracéo de hematoxilina-eosina; n=4).
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Figura 34 — Fotomicrografia de rim perfundido com a fracdo L-aminoacido oxidase isolada do veneno da
serpente Bothrops marajoensis na concentracdo de 10 pg/mL, evidenciando alteracBes na arquitetura renal:
glomérulos (setas), tubulos contorcidos distais e proximais (estrelas). (Aumento 400x, coloracdo de
hematoxilina-eosina; n=4).




Figura 35 — Fotomicrografia de rim perfundido com a fragdo L-aminoacido oxidase isolada do veneno da
serpente Bothrops marajoensis na concentragcdo de 10 pg/mL, demonstrando depoésito acentuado de material
proteico nos tubulos (estrelas). (Aumento 400x, coloracdo de hematoxilina-eosina; n=4).

da
serpente Bothrops marajoensis na concentracao de 10 pg/mL, demonstrando moderado depésito acentuado de
material proteico nos espagos urinarios (setas) e acentuado depdsito de material proteico nos espacos tubulares
(estrelas). (Aumento 400x, coloracdo de hematoxilina-eosina; n=4).
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5.3 Efeitos da fracdo L-aminoacido oxidase isolada do veneno da serpente Bothrops
marajoensis sobre células tubulares renais MDCK

O efeito da LAAOBM sobre células MDCK foi avaliado nas concentracfes de
1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50ug/mL. Utilizou-se o método do MTT para determinacdo da
viabilidade destas células ap6s 24 horas de incubacdo com a LAAOBM. A Figura 37 mostra o
efeito citotoxico da LAAOBM sobre esta linhagem celular, o qual pode ser observado a partir
da concentracdo de 3,25ug/mL até a concentracdo de 50ug/mL com valor da Clsy de
2,43ug/mL. Na figura 38, obtidas através de microscopio oOptico invertido apds 24 horas de
incubacdo das células MDCK com a LAAOBM, sdo visiveis algumas alteragdes
morfolégicas, tais vacuolizacdo citoplasmatica, alteracdo do estado de confluéncia das células
bem como desprendimento das mesmas do substrato de cultura. Vale ainda ressaltar que estas
alteracdes ocorreram de forma dependente da dose utilizada da LAAOBM. As células MDCK
consideradas como controle mantiveram seu tamanho e formato normais, bem como seus

limites intercelulares bem definidos.
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Figura 37 — Efeito da fracdo L-amino&cido oxidase isolada do veneno da Bothrops marajoensis em células
tubulares renais MDCK. Valores expressos em média + E.P.M. Para andlise estatistica utilizou-se analise de
variancia (ANOVA) com poés-teste de Bonferroni, p< 0,05.



LAAOBM 50ug/mL | Controle

LAAOBM 25pug/mL | LAAOBM 12,5ug/mL

LAAOBM 6,25 pg/mL | Controle

LAAOBM 3,125 pg/mL | LAAOBM 1,562 pg/mL

Figura 38 — Fotomicrofotografias de células tubulares renais MDCK expostas a LAAOBM (1,562, 3,125, 6,25,
12,5, 25 e 50 pg/mL) e ndo-expostas (controle) utilizando microscopio 6ptico invertido.
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5.4 Determinacdo dos efeitos da fracdo L-aminoacido oxidase isolada do veneno da
serpente Bothrops marajoensis sobre a expressdo génica de células tubulares renais
MDCK

Tendo em vista o efeito toxico da LAAOBM sobre a linhagem de células MDCK,
foram avaliados os efeitos desta fracdo em relacdo a expressdao de genes envolvidos no
mecanismo de morte celular. Foram selecionados trés genes da familia da proteina Bcl-2, a
qual tem um papel importante na morte celular mediada por apoptose: o gene BAX, um
membro pré-apoptético, e dois membros anti-apoptéticos, o gene BCL-XL e o gene MCL-1.

Nas concentracdes estudadas (2,5; 1,25 e 0,625 pg/mL), a LAAOBM nao
apresentou nenhum efeito sobre a expressao dos genes BAX, BCL-XL e MCL-1 (Figuras 39,
30 e 41).
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Figura 39 — Efeito da fracdo L-aminoacido oxidase isolada do veneno da serpente Bothrops marajoensis sobre a
expressdo relativa do gene prd-apoptético BAX em células MDCK.
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Figura 40 — Efeito da fragdo L-aminodcido oxidase isolada do veneno da serpente Bothrops marajoensis sobre a
expressao relativa do gene anti-apoptético BCL-XL em células MDCK.
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Figura 41 — Efeito da fracdo L-aminoécido oxidase isolada do veneno da serpente Bothrops marajoensis sobre a
expressao relativa do gene anti-apoptético MCL-1 em células MDCK.
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6 DISCUSSAO

O Brasil, um pais tropical com dimensdes continentais, possui um grande namero
de espécies de serpentes e, em virtude dos inumeros casos de acidentes ofidicos, as
abordagens farmacoldgicas e toxicologicas envolvendo o veneno destes animais ou Seus
componentes tém sido tema de estudos de grande relevancia (CHANDRASHEKARA et al.,
2009).

O género Bothrops, com cerca de 17 espécies identificadas em todo o territorio
brasileiro (CARDOSO et al., 2003), é responsavel por mais de 90% dos acidentes ofidicos
notificados em todo o pais (BRASIL, 2001). Apesar de grande parte da peconha botropica
permanecer na pele apds o acidente ofidico e causar alteragdes predominantemente locais,
efeitos sisttmicos como insuficiéncia renal aguda podem ocorrer em alguns pacientes
(SANTOS; FERANI; ROCHA, 2009).

A patogénese da lesdo renal no acidente botropico ndo estd bem elucidada.
Através de estudos experimentais foi demonstrado que a peconha botropica é capaz de
provocar toxicidade tubular renal (CASTRO et al., 2004). Outros autores sugerem acao
proteolitica direta do veneno sobre os glomérulos, acompanhada de alteracdes morfoldgicas
(VENCIO, 1988).

A toxicidade do veneno botrdpico é influenciada por diversos fatores, tais como,
filogenia, sexo, idade e origem geografica do animal, dentre outros. E importante ressaltar
também que esta toxicidade é decorrente de uma mistura de constituintes protéicos
biologicamente ativos (QUEIROZ et al., 2008). Estudos de protedmica e de espectroscopia de
massa revelaram que 51,5% e 14% dos componentes protéicos do veneno da Bothrops
jararaca sdo metaloproteinases e serinoproteinases, respectivamente (SANZ et al., 2008).
Apesar de muitos destes componentes ja terem sido isolados e bastante estudados, pouco se
sabe sobre a fracdo L-aminodcido oxidase isolada do veneno da serpente Bothrops
marajoensis (LAAOBM).

O veneno botrépico, em concentracdo subletal, causa alteragdes funcionais renais,
como diminuicédo da filtracdo glomerular, da diurese e do fluxo plasmatico renal
em ratos. A diminuicdo dos niveis de fibrinogénio e hematdcrito e a presenca de hemolise
intravascular sdo bem marcantes. O aumento da enzima lactato desidrogenase plasmatica e da
hemoglobina livre também sdo observadas, ficando evidenciada a participacdo massiva da

deposicao de fibrina nos capilares glomerulares e da hemdlise intravascular como os fatores
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mais importantes na etiopatogenia da insuficiéncia renal aguda por acidente botrdpico
(BURDMANN et al., 1993; CASTRO, 2006).

Na experimentacdo em rim isolado de rato, a analise da urina, do perfusato, dos
parametros funcionais e da histologia € Util para estabelecer um perfil dos efeitos funcionais e
morfologicos de uma substancia sobre o rim. Com as informacdes obtidas dessas analises,
pode-se estabelecer a identificacdo do local, da natureza e da extensdo da lesdo nefrotdxica.

No presente estudo, a infusdo da LAAOBM (10ug/mL) no sistema de perfusdo de
rim isolado promoveu reducdes significativas, aos 90 e 120 minutos, da pressdo de perfusao,
do fluxo urinario e do ritmo de filtracdo glomerular. Foi observada também reducéo
significativa da resisténcia vascular renal aos 120 minutos.

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Havt, Fonteles e Monteiro
(2001), que descreveram também, para 0 veneno da serpente Bothrops jararacussu (10
pg/mL) em sistema de perfusdo de rim isolado, reducdo da pressdo de perfusdo renal e
resisténcia vascular renal aos 90 e 120 minutos.

Monteiro e Fonteles (1999) e Braga (2006) estudando, respectivamente, 0 veneno
total das serpentes Bothropos jararaca e Bothrops insulares nas mesmas condicoes,
observaram uma queda nos parametros vasculares, pressao de perfuséo e resisténcia vascular
renal; nos pardmetros funcionais renais, fluxo urinério e ritmo de filtragdo glomerular; e nos
parametros eletroliticos relativos ao sddio e cloreto, sem alteracdo significativa no percentual
de transporte tubular de potassio.

Em relacdo ao transporte idnico, a LAAOBM (10 pg/mL) promoveu uma reducéo
no percentual de transporte tubular de sédio e de cloreto; contudo, ndo foram observadas
alteracbes nem no percentual de transporte tubular de potassio nem no percentual de
transporte tubular proximal de sddio.

O veneno bruto da Bothrops moojeni, também na concentracdo de 10 pg/mL,
induziu reducdo significativa da pressdo de perfusdo, da resisténcia vascular renal e dos
transportes de sodio, cloreto e de potassio (BARBOSA et al., 2002). Estas alteracdes foram
mais pronunciadas que aquelas observadas com o veneno da Bothrops jararaca, mas, em
contraste, o veneno da Bothrops moojeni induziu uma diurese intensa que ndo foi observada
quando da perfusdo com o veneno da Bothrops jararaca.

A administracdo do veneno bruto da Bothrops marajoensis (3 pg/mL) no sistema
de perfusdo renal demonstrou um decréscimo significativo dos parametros vasculares a
partir dos 90 minutos. Foi também observado um decréscimo dos parametros funcionais

renais: houve reducdo do fluxo urinario e do ritmo de filtracdo glomerular a partir dos 60
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minutos de perfusdo. Entretanto, houve um aumento do fluxo urinario aos 120 minutos. Em
relacdo aos pardmetros eletroliticos, os transportes de sodio e de cloreto apresentaram uma
reducdo a partir dos 90 minutos de perfusdo, contudo, ndo houve alteracbes em relacdo ao
transporte de potassio (EVANGELISTA, 2009).

A administragéo da fracdo fosfolipase A, isolada do veneno da serpente Bothrops
marajoensis (3 pg/mL) no sistema de perfusdo renal apresentou resultados diferentes
daqueles observados com o veneno total. A pressdo de perfusdo, a resisténcia e o fluxo
urinario ndo sofreram alteracGes significativas. Porém, observou-se um decréscimo na
reabsorcao de sodio, cloreto e potassio (EVANGELISTA, 2009). Com base nestes resultados
podemos inferir que a LAAOBM contribui para os efeitos do veneno total da Bothrops
marajoensis.

Estes achados da perfusdo renal corroboram com varios outros resultados
descritos na literatura. Ademais, é possivel observar que os efeitos induzidos pela LAAOBM
sobre a perfusdo renal sdo semelhantes aqueles observados quando da infusdo do veneno
bruto da Bothrops marajoensis (EVANGELISTA et al., 2010).

Parece claro que a lesdo renal ocorre independentemente da mioglobindria e de
outros fatores inflamatorios sistémicos. Os tubulos proximais renais perdem a capacidade
funcional, demonstrada pela maior excrecdo de sodio (MONTEIRO; FONTELES, 1999). J&
se sabe que a hipotensdo é uma complicacdo comum do envenenamento botrdpico e que essa
hipotensdo pode, por sua vez, reduzir a pressdo capilar renal e induzir necrose tubular aguda
(CASTRO, 2006), o que poderia explicar as alteracGes observadas no transporte tubular de
sodio em decorréncia da administracdo da LAAOBM no sistema de perfusdo de rim isolado.
Vale ressaltar que os potenciadores de bradicinina presentes nos venenos botropicos,
identificados por Ferreira et al. (1992), influenciam na producdo renal de bradicinina seguida
da producdo local de Oxido nitrico e que também podem estar envolvidos nas alteracdes
observadas nos parametros vasculares e de funcdo renal. Em adicdo, de acordo com AIRD,
2002, em relacdo a fracdo LAAO, sua primeira funcdo € provavelmente a de promover
hipotensdo a vitima pela ativacdo de guanilato ciclase solivel na presenca de superoxido
dismutase.

Neste trabalho, o ritmo de filtracdo glomerular foi determinado pelo clearance de
inulina, um marcador glomerular que € livremente filtrado atraves dos capilares
glomerulares, nao é reabsorvido nem secretado pelo tubulo renal e que ndo altera o ritmo de
filtracdo glomerular (WINSTEN; DALAL, 1972). Portanto, provavelmente, os efeitos da

LAAOBM na pressdao de perfusdo e na resisténcia vascular renal estdo envolvidos na
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diminuicdo do ritmo de filtragdo glomerular por meio de um decréscimo nas forgas que
favorecem a ultrafiltracéo.

Outro possivel mecanismo responsavel por estes resultados pode ser explicado por
possiveis alteracdes na membrana basal induzidas pela LAAOBM. De acordo com Guyton
(2006) uma reducdo no fluxo plasmético renal sem nenhuma alteracdo na taxa de filtracdo
glomerular tenderia a aumentar o ritmo de filtracdo glomerular que, por sua vez, elevaria a
pressdo coloidosmdtica nos capilares glomerulares e reduziria por fim a taxa de filtracdo
glomerular. Entretanto, em certas doencas renais, as cargas negativas na membrana basal sao
perdidas e algumas proteinas passam a ser filtradas e eliminadas na urina (proteindria),
reduzindo assim a pressdo coloidosmoética nos capilares glomerulares e interferindo
negativamente no mecanismo de controle do ritmo de filtracdo glomerular. Esse processo de
perda das cargas negativas na membrana basal pode acontecer antes mesmo de ocorrerem
alteragBes histologicas notdveis. Em um estudo de caso envolvendo acidente botrdpico,
Marotta et al. (2006) observaram presenca de proteindria 2+ em uma escala de até 4+.

Na analise histopatologica observamos presenca de abundante quantidade de
material proteico nos tubulos renais e glomérulos nos rins perfundidos com LAAOBM na
concentracdo de 10 pg/mL, além de alteracbes na arquitetura renal. Embora ndo tenhamos
visualizados indicios de morte celular, estes dados sugerem que a funcdo de barreira da
membrana basal estava prejudicada ja que houve extravasamento de proteinas.

Um estudo com o veneno bruto da serpente Bothrops jararacussu demonstrou, na
analise histoldgica, a ocorréncia de dilatacdo de tbulos proximais e necrose tubular aguda.
Interessante notar que a indometacina, inibidor da ciclooxigenase, ndo teve nenhum efeito em
reverter a perda funcional dos tabulos proximais (HAVT et al., 2001).

A patogénese da lesdo renal é complexa. Nos acidentes ofidicos ha varias
explicacbes possiveis para 0s mecanismos de acdo da peconha, dentre estas: acdo direta do
veneno no rim e/ou os efeitos inflamatorios resultantes da liberagdo de varias citocinas e
mediadores (FERREIRA et al., 1992). Foi demonstrado também que componentes isolados
do veneno, como fosfolipases, promovem a liberagdo de corticosteroides e resposta de fase
aguda ao estimulo. Histamina, cininas, eicosanoides, fator de ativacdo plaquetario,
catecolaminas e endotelina estdo envolvidos como mediadores. Metaloproteinases
dependentes do zinco induzem a liberagéo inicial de fator de necrose tumoral. Todos esses
mediadores sdo 0 passo inicial para o desenvolvimento de complica¢des teciduais renais,
incluindo a IRA (SITPRIJA, 2006).

Diversos autores descrevem a necrose tubular aguda como a lesdo mais
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frequentemente encontrada em cortes histoldgicos renais apos acidente ofidico envolvendo
serpentes do género botropico (AMARAL et al., 1986; BURDMANN; VIEIRA JR; VIDAL,
2003), seguida de necrose cortical (MAROTTA et al., 2006). Outras alteragdes menos
comuns descritas na literatura sdo nefrite intesticial aguda, alteracdes glomerulares, arterite e
necrose de papila (CASTRO; BURDMANN; YU, 1999; SITPRIJA; CHAIYABUTR, 1999).

A méacula densa, um grupo de células especializadas nos tubulos distais, estd em
intimo contato com as arteriolas aferentes e eferentes e é sensivel a concentracdo de NaCl,
cuja reducdo provoca a secrecdo de renina. A renina liberada completa toda sua cascata até
ativagdo da angiotensina Il que, por sua vez, contrai as arteriolas eferentes, aumentando a
pressdo hidrostatica glomerular e retornando a taxa de filtragdo glomerular ao normal
(GUYTON, 2006). Entretanto, Vikrant et al. (2005) observaram que danos diretos nos tabulos
renais, a depender de sua intensidade, podem ser irreversiveis e levariam ao desenvolvimento
de insuficiéncia renal. Assim, em nosso estudo, a redu¢do do percentual de transporte de sodio
sugere que a LAAOBM exerca efeitos sobre os tbulos renais.

Para esclarecer este efeito incubamos a LAAOBM em diferentes concentracGes
com células tubulares renais MDCK. Neste ensaio observamos uma reducdo expressiva da
viabilidade celular acompanhada de alteracdes morfoldgicas caracterizadas por perda do
contato intercelular, alteracdo de seu formato tipico, visto que as células tornaram-se
arredondadas, encolhidas, com condensacdo do nucleo e vacuolizagcdo citoplasmatica. Estes
resultados sdo convergentes com aqueles observados no sistema de perfusao de rim isolado,
como a reducdo do percentual de transporte de sodio observada apds infusdo da LAAOBM no
sistema, uma vez que as celulas MDCK sdo uma linhagem celular de tabulos renais distais.

Outros estudos in vitro com tubulos renais isolados e, portanto, na auséncia de
fatores hemodindmicos e sistémicos, possibilitou a demonstracao de efeitos toxicos diretos do
veneno também em células epiteliais imortalizadas MDCK, em que o veneno bruto da
serpente Bothrops moojeni aumentou a liberacdo da enzima de lactato desidrogenase, um
marcador de morte celular por necrose, e diminuiu a incorporagdo do Vermelho Neutro. Este
efeito lesivo sobre a viabilidade celular veio acompanhado de alteraces do citoesqueleto,
especificamente sobre ocludinas e caderinas, envolvidas nas juncbes entre as células
(COLLARES-BUZATO; DE PAULA; CRUZ-HOFLING, 2002).

E importante destacar que fragdes LAAO tém sido caracterizadas com funcdes
distintas como preferéncia de substrato, indugdo de apoptose, citotoxicidade, hemdlise,
agregacdo plaquetéria, inducdo de hemorragia, edema e atividades bactericidas (ALI et al.,
2000; DU; CLEMETSON, 2002; COOPER; PINTO, 2005; TORRES et al., 2010) e atividade
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anti-HIV (KOMMOJU et al., 2007). Entretanto, todos parecem concordar que a fragdo LAAO
produz perdxido de hidrogénio durante sua reacdo enzimatica e que muitos de seus efeitos séo
devidos a acdo secundaria deste agente oxidante.

Diversos autores ja demonstram que a LAAO isolada do veneno de serpentes é
capaz de induzir ou inibir a agregacdo plaquetaria. Emboras esses resultados sejam
controversos, todos estdo certos de que estes efeitos sdo devidos a liberacdo de H,0,
(NATHAN et al.,1982; DU; CLEMETSON, 2002; MELO, 2007).

Durante o estresse oxidativo, H,O, em niveis baixos tem uma funcdo de ativacao
e transcrigdo de alguns genes que poderiam prevenir a morte celular. Contudo, um aumento
na concentracdo de H,O, induz um atraso no crescimento e morte celular por apoptose
(SOUZA et al., 1999, DU; CLEMETSON, 2002). Alguns estudos demostraram que a indugéo
de apoptose por LAAO envolvida nas vias das caspases € secundaria a producdo de H,0,
(MELO, 2007).

Desta forma, de acordo com a analise do efeito citotoxico da LAAOBM sobre as
células MDCK pode-se sugerir que esta atividade é devida a acao do peroxido de hidrogénio.

Os efeitos citotdxicos de LAAO de venenos de serpentes, bem como inducgéo de
apoptose/necrose tém sido demonstrados em diversas linhagens celulares. Recentemente foi
demonstrado que LAAO do veneno de Crotalus adamanteus induziu apoptose em células
endoteliais de corddo umbilical humano, bem como em alguns tipos de células tumorais.
Apoptose tem sido definida como morte celular programada, caracterizada pelo ilustre
exemplo de eventos celulares morfoldgicos e bioquimicos (SOUZA et al., 1999).

Samel et al. (2006) descreveram uma LAAO de Vipera berus berus que, em
baixas concentracfes e pouco tempo de incubacdo, em células K562 (leucemia mieldide
crébnica humana) ndo induziu apoptose. No entanto, ap6s 24 horas de incubacdo, ocorreu
inducdo de apoptose e inibicdo da mesma quando incubada com catalase, indicando a funcgéo
do perdxido de hidrogénio no processo.

A LAAO isolada do veneno da serpente Bothrops atrox induziu efeito citotoxico
sobre a linhagem tumoral JURKAT (leucemia de células T); B16F10 (melanoma de células de
camundongo) e PC12 (célula tumoral - feocromocitoma de glandula adrenal de rato) e nédo
apresentou efeito citotoxico quando incubada com células de células mononucleares do
sangue (MELO, 2007).

Araki et al. (1993) demonstraram que venenos de serpentes com atividade

hemorragica induzem apoptose em células endoteliais vasculares. Muitos outros estudos
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relatam a inducéo de apoptose por LAAO de varios venenos de serpentes, incluindo viboras,
em diferentes linhagens celulares como células de leucemia T humanas (MOLT-4) (SUHR,;
KIM, 1996), células de leucemia humana promielocitica (HL-60) (TORII et al., 1997), células
monociticas humanas (MM6) com confirmacdo da apoptose pela fragmentacdo do DNA das
células tratadas com LAAO (ALI et al., 2000).

Torii et al. (2000) descreveram que a fragdo LAAO isolada do veneno de serpente
Crotalus atrox induziu apoptose em células embrionarias de rim humano (293T). O nimero
de células no organismo humano, e também no rim, reflete o equilibrio entre a proliferacdo de
novas células e a morte celular por apoptose. Muitas formas de injurias celulares tubulares ou
glomerulares estdo associadas com um ou ambos 0s processos. Um acréscimo na taxa de
apoptose ap0s obstrucdo ureteral ou necrose tubular aguda esta inicialmente associado com
um decréscimo no numero de células tubulares epiteliais. A apoptose de células tubulares
epiteliais distais e proximais também tem sido reportada em muitos tipos de doencas renais
tubulointersticiais tanto agudas quanto crénicas (SHANKLAND; WOLF, 2000).

Diversos genes estdo envolvidos no controle da apoptose. Alguns dentre estes
desempenham funcdes antiapoptoticas, como os genes BCL-XL, MCL-1 e Al, e outros, como
0 BAX, BAK e BAD, agem como promotores da morte celular programada (HALE; SMITH;
SUTHERLAND, 1996). Esta, por sua vez, pode ocorrer por duas vias principais: a via
extrinseca, mediada pela ativacdo de receptores de morte celular localizados na membrana
citoplasmatica; e a via intrinseca, dependente da participacdo da mitocéndria (FISHER,
2001).

Para avaliarmos o papel da apoptose nos efeitos da LAAOBM em relagdo a sua
citotixicidade sobre as células MDCK, pesquisamos a expressdo de trés genes envolvidos no
processo de morte celular programada: os genes BAX, BCL-XL e MCL-1. Estes genes
pertencem a familia de proteinas BCL-2 que esta envolvida na via intrinseca deste tipo de
morte celular (DEVARAJAN et al., 2003). Entretanto, ndo houve alteragdo significativa na
expressao destes genes apos 24 horas de incubagdo das células MDCK com a LAAOBM.
Diante deste resultado podemos inferir que a reducédo da viabilidade das células MDCK apds
incubacdo com a LAAOBM pode ser mediada por genes envolvidos na via extrinseca da
apoptose ou ainda ser decorrente de um processo necrotico.

Necrose e apoptose sdo dois processos distintos de morte celular tanto em sua
morfologia quanto em seu mecanismo. Apoptose é regulada geneticamente e caracterizada
por reducdo do tamanho da célula, condensacdo da cromatina, compactagdo das organelas,

clivagem sistematica do DNA. Em contraste, na necrose, a membrana plasmatica € o principal
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sitio do dano celular levando a intumescimento da célula que resultard no rompimento de sua
membrana (HEALY et al., 1998). A quantificagdo da apoptose pela microscopia éptica €
possivel, entretanto a visualizagdo das células apoptdticas torna-se muito dificil pelo processo
acontecer em poucas horas e as células serem fagocitadas rapidamente (GAVRIELI;
SHERMAN; BEN-SASSON, 1992). Portanto, tomando por base nossas observa¢Ges com
microscopio invertido, ndo é possivel distinguirmos o tipo de morte celular induzida pela
LAAOBM nas células MDCK.
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7 CONCLUSAO

A fracdo L-aminodcido oxidase isolada do veneno da serpente Bothrops
marajoensis (LAAOBM) foi capaz de induzir alteracdes nos parametros renais em modelo de
perfusdo de rim isolado, promovendo reducéo da pressdo de perfusdo, da resisténcia vascular
renal, do fluxo urinario e do ritmo de filtracdo glomerular.

A LAAOBM quando incubada com celulas tubulares renais MDCK promoveu
uma reducdo significativa da viabilidade destas células e na analise histopatologica dos rins
perfundidos com a LAAOBM foi observado deposi¢do abundante de material proteico nos
tbulos renais e glomérulos, embora sem indicios de morte celular.

Sugere-se, entdo, que os resultados observados com a infusdo da LAAOBM em
perfusdo de rim isolado devem-se, provavelmente, a seu efeito citotoxico direto sobre as
células tubulares renais distais, estando esta fragdo envolvida no efeito nefrotéxico do veneno
da serpente Bothrops marajoensis, tendo em vista que, a exemplo do veneno bruto, a
LAAOBM também promoveu uma reducdo da percentagem de transporte tubular de sodio e
cloreto.

Esperamos dar continuidade a esta pesquisa buscando mais respostas para 0s
resultados encontrados, tais como o papel da participacdo do perdxido de hidrogénio e da via
extrinseca da apoptose nos efeitos nefrotoxicos induzidos pela LAAOBM.

Diante do exposto, podemos considerar que a fragdo LAAO isolada do veneno da
serpente Bothrops marajoensis € um tipo de enzima multifuncional que pode servir de
ferramenta para o estudo dos mecanismos fisiopatologicos dos acidentes ofidicos e, devido ao

seu potencial biotecnolégico, pode também ser usada como modelo para agentes terapéuticos.
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