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RESUMO

ESTUDO DA TOXICIDADE INDUZIDA POR FOSFOLIPASE A, ISOLADA DO
VENENO DE Crotalus durissus terrificus EM RIM ISOLADO DE RATO E EM
TUBULOS PROXIMAIS ISOLADOS DE COELHO

Departamento de Fisiologia e Farmacologia — Faculdade de Medicina — Universidade
Federal do Ceara. Daniela Nascimento Amora, Tese de Doutorado em Farmacologia —
UFC, 2008. Orientadora: Dra. Helena Serra Azul Monteiro.

Apesar de muito se discutir sobre os efeitos citotoxicos dos venenos ofidicos, pouco ainda ¢é
conhecido sobre os mecanismos de acdo sobre as diversas células, e em especial, sobre as
células renais. No caso particular da citotoxicidade dos venenos crotalicos, tem-se postulado a
participagdo de diversos metabolitos da hidrélise de lipidios de membrana, e, mais
recentemente, da disfuncdo mitocondrial. O presente trabalho teve como objetivo estudar o
efeito da fosfolipase A, (FLA;) isolada do veneno da Crotalus durissus terrificus sobre rim
isolado de rato assim como estudar a toxicidade e¢ as alteracdes da funcdo mitocondrial
induzidas pelas FLA,s de pancreas de porco (PFLA;) e de veneno da C. d. terrificus
(VSFLA;) em suspensoes de tibulos proximais (TP). No rim isolado foi observado aumento
no fluxo urinério, no ritmo de filtracdo glomerular (RFG) e na pressdo de perfusdo (PP)
enquanto ocorreram decréscimos nos percentuais de transporte total de sodio (%TNa"), de
potassio (%TK") e de cloreto (%TCI"). Na analise histopatologica foi observada a deposi¢do
de material proteindceo nos tibulos de rins perfundidos com FLA;. No estudo de suspensodes
de TP tratadas com PFLA; e com VSFLA, foi observado que estas induziram injuria celular,
sugerida pelo aumento na liberacdo de lactato desidrogenase (LDH), promoveram aumentos
nos niveis de acidos graxos ndo esterificados (AGNE) e diminuiram o potencial de membrana
mitocondrial (A¥Wm), sem, no entanto, alterar os niveis de ATP. Em relacdo ao A¥Wm, a
PPFLA; ndo produziu efeitos nas concentracdes mais elevadas, apesar de ter aumentado,
significativamente, na menor concentra¢do. As concentracdes mais elevadas da FLA,
crotalica, entretanto, induziram um decréscimo significativo no A¥Ym. A adi¢cdo de BSA
reverteu completamente os efeitos das FLA»s sobre o A¥Ym. No estudo da permeabilidade
mitocondrial de transicdo (PMT) foi observado que a PFLA; ¢ a VSFLA, promoveram a
liberagcdo da safranina O e, por entanto, induziu a formagdo de PMT, apesar da leve edema
mitocondrial produzido. Conclui-se que as fosfolipases A, de pancreas de porco e do veneno
da C. d. terrificus produziram um efeito citotoxico em prepara¢des de tibulos proximais
evidenciado pelo aumento na liberacdo de LDH, além de promoverem alteragdes no potencial
mitocondrial de membrana, o que sugere alteracdo da fun¢do mitocondrial por essas enzimas.
Em rim isolado, foi observado que a FLA; crotalica promoveu alteragdes da funcao renal.

Palavras-chave: Crotalus, fosfolipases A,, tibulos proximais renais, acidos graxos nao-

esterificados, mitocondrias, toxicidade, rim



ABSTRACT

STUDY OF TOXICITY INDUCED BY PHOSPHOLIPASE A, ISOLATED FROM
Crotalus durissus terrificus SNAKE VENOM ON ISOLATED RAT KIDNEY AND ON
ISOLATED RABBIT PROXIMAL TUBULES.

Department of Physiology and Pharmacology - Faculty of Medicine - Federal University
of Ceara. Daniela Nascimento Amora, Doctoral Thesis - UFC, 2008. Superviser: Dr.
Helena Serra Azul Monteiro.

Although the increasing interest on biological effects of snake venoms, their cytotoxic as well
as their nephrotoxic mechanisms are still unknown. In the particular case of crotalic venoms,
it has been postulated the participation of several metabolites from membrane phospholipids
hydrolysis and more recently, mitochondrial dysfunction. The present work investigated the
renal effects promoted by the phospholipase A, (PLA;) isolated from Crotalus durissus
terrificus venom in the isolated rat kidney. Addition of PLA, increased UF, GFR and PP,
while reducing %TNa", %TK" and %TCI". The histological analysis showed a mild amount of
a proteinaceous substance in the renal tubules of kidneys perfused with PLA,. In the present
study also showed that the phospholipase A, isolated from porcine pancreas (PPLA;) and
from C d terrificus snake venom (SVPLA,) produced cellular injury suggested by the increase
in LDH release and increased nonesterified fatty acid (NEFA) levels from rabbit proximal
tubules in suspension. Furthermore, the SVPLA, induced a decrease in mitochondrial
membrane potential (AWm) assessed by both JC-1 uptake and safranin O uptake. PPLA,;
produced no effects on A¥Ym with the highest concentrations, and an unexpected increase in
the group treated with the lowest concentration. Addition of BSA completely reversed the
effects induced by phospholipases on A¥m. It was observed no changes in cell ATP levels.
Finally, to determine whether mitochondrial membrane permeability was affected by PPLA;
and SVPLA,, we measured the change safranin O uptake to assess both changes in
mitochondrial volume and in AWm. The latter was affected by both PLA;s although small
alterations in the mitochondrial volume were observed. We conclude that the treatment of
proximal tubule suspensions with porcine or crotalic PLA;s disturbed the membrane integrity
as well as the mitochondrial function. Furthermore, crotalic PLA, altered renal function in the
isolated rat kidney preparation.

Key words: Crotalus; phospholipases A;; kidney tubules, proximal; fatty acids, nonesterified

mitochondria; toxicity; kidney
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1. INTRODUCAO

A importancia dos estudos dos venenos ofidicos no contexto da saide publica
assim como no da experimentacdo animal tem direcionado trabalhos nas mais diversas areas

de pesquisa.

Os relatos mais antigos de avaliagdo de atividade bioldgica de venenos ofidicos
remontam ao final do século XVIII (Geoffroy & Hunault, 1737; Fontana, 1781 apud Sells,
2003).

No Brasil, os trabalhos pioneiros de Vital Brazil com a cascavel Crotalus durissus
terrificus (Brazil, 1911) representam o antigo interesse no desenvolvimento da terapéutica dos
envenenamentos ofidicos. Esta serpente tem importancia historica pelo fato de, em 1938, ter
sido purificada, a partir do seu veneno, a crotoxina - primeira substancia isolada de veneno de

serpentes (Gralén & The Svedberg, 1938).

A utilizagdo de modelos animais para o estudo dos efeitos sistémicos e locais
produzidos pelos venenos ofidicos tem auxiliado no dignostico e tratamento de pacientes
picados por serpentes além de contribuir para a implementagcdo de medidas preventivas de tais

envenenamentos (Chippaux et al., 1991; Aird, 2002; Sells, 2003).

Além disso, os venenos de animais sdo fontes importantes de agentes
farmacologicos e ferramentas de pesquisa para as areas biomédicas assim como de agentes
com potencial uso terapéutico. Como exemplo de fairmaco desenvolvido a partir de estudo de
substancias isoladas de venenos ofidicos, tem-se o captopril que foi produzido a semelhanga
de um inibidor de enzima conversora de angiotensina encontrado no veneno de Bothrops

jararaca (Ferreira et al., 1970; Cushman et al., 1977; Aird, 2002; Sells, 2003).

Mais recentemente, os estudos de citotoxicidade de toxinas do veneno da cascavel tém
fornecido dados promissores para uma futura utilizagao destas no tratamento de cancer. Como
exemplo tem-se o produto natural, VRCTC-310-ONCO, resultante da combinacdo de duas
toxinas da Crotalus durissus terrificus, que se encontra em fase de investigacao clinica como
um agente antitumorigénico (Stanchi et al., 2002). Outro estudo sugere um potencial uso de
toxinas isoladas de outra subespécie de cascavel, a C.d. cascavella, no tratamento de

leishmaniose (Passero et al., 2007). Tém sido observadas ainda agdes analgésicas do veneno
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crotalico assim como das suas fra¢des crotoxina e crotamina (Mancin et al., 1998; Picolo &

Cury, 2004).

Os acidentes crotalicos apresentam a maior taxa de mortalidade entre as serpentes
peconhentas brasileiras (Brasil — MS, 2001; Pinho et al., 2005), sendo as subespécies
Crotalus durissus marajoensis, Crotalus durissus cascavella, Crotalus durissus ruruima,
Crotalus durissus collilineatus ¢ Crotalus durissus terrificus, estas ultimas objetos de estudo
da presente tese, os espécimes comumente envolvidos em tais acidentes. Esta classificacdo em
subespécies ¢ baseada na distribuicdo geografica e em varias caracteristicas morfologicas das
serpentes, como o padrido das linhas longitudinais sobre o pescogo (C.d. collilineatus), a
presenca de manchas romboides mais ou menos contrastantes, a forma e intensidade das
linhas paravertebrais nucais e a presenca de escamas loreais entre outras (Echeverrigaray et

al., 2000).

Além da diversidade morfolégica e da distribuicdo geografica particular das
subespécies C. d. terrificus, C. d. cascavella e C. d. collilineatus, as toxinas isoladas dos
venenos destas serpentes tém mostrado atividades biologicas distintas em rim isolado de rato
(Martins et al., 1998, 2002; Monteiro et al., 2001, Amora et al., 2006) e em coragdo isolado
de cobaia (Santos et al., 1990, Nogueira et al, 2002).

Os diferentes componentes de venenos assim como a variagcdo de suas atividades
bioldgicas (Chippaux et al., 1991; Sanchez et al., 1992; Santoro et al., 1999; Sano-Martins et
al., 2001; Rangel-Santos et al., 2004) podem ter implicagdes fisiopatoldgicas e terapéuticas

importantes.

+» Composicao e Toxicidade dos Venenos das Cascavéis Brasileiras

Apesar do interesse conspicuo no estudo dos venenos de cascavel, somente uma

fragdo de seus componentes toxicos tem sido bem caracterizada.

A peconha crotélica apresenta-se como um complexo toxico-enzimatico, sendo a
crotoxina, a crotamina, a convulxina e a giroxina as principais toxinas isoladas e estudadas até

o momento (Bercovici et al.,1987; Rangel-Santos et al., 2004; Tamieti et al., 2007).

A crotoxina apresenta um perfil eletroforético semelhante nas subespécies

Crotalus durissus cascavella, Crotalus durissus collilineatus e Crotalus durissus terrificus,
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apesar de serem observadas diferengas nas suas propriedades bioldgicas e farmacologicas
assim como na sua letalidade, talvez relacionadas a existéncia de isoformas das subunidades

dessa proteina (Santoro et al., 1999; Faure et al., 2003; Rangel-Santos et al., 2004).

Além de representar de 50 a 60% do peso seco dos venenos crotélicos, a crotoxina
tem sido relacionada a grande parte das atividades toxicas do veneno (Beghini et al., 2004;

Soares et al., 2001; Ponce-Soto et al., 2002).

O envenenamento crotéalico se caracteriza principalmente por agdes neurotoxica,
miotoxica e nefrotoxica e por distirbios da coagulagdo (Ribeiro et al.,1998; Sano-Martins, et

al., 2001; Pinho et al., 2005).

Num estudo recente sobre envenenamentos por cascavéis foi observada uma
prevaléncia extremamente elevada de insuficiéncia renal aguda nas vitimas destes acidentes
(Pinho et al., 2005). No referido trabalho, destacou-se o efeito nefrotdoxico direto induzido

pelo veneno considerando-se a instalacdo precoce dessa patologia.

A acdo neurotoxica ¢ provocada em grande parte pela crotoxina, um dimero
formado por uma fosfolipase A, ou subunidade CB e por crotapotina, uma subunidade acida

(CA) que funciona como uma proteina carreadora da CB (Hendon & Fraenkel-Conrat, 1971).

A crotoxina foi isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus por Slotta e
Frankel-Conrat em 1938 e, posteriormente, do veneno da subespécie Crotalus durissus
collilineatus por Lennon e Kaiser em 1990. Ela atua em nivel pré-sinaptico, nas jungdes
neuromusculares, diminuindo a liberagdo da acetilcolina (Faure et al., 2000). E o principal
fator responsavel pelo bloqueio neuromuscular, provocando paralisias motoras e respiratorias

(Ribeiro et al., 1998; Rangel-Santos et al., 2004).

Tem sido demonstrada a capacidade de crotoxina de bloquear a liberagdo de
acetilcolina induzida pelo veneno do escorpido Tityus serrulatus em ileo de cobaia assim
como a de inibir a captagdo de colina marcada em plexo mioentérico de musculo liso (De

Lima & Diniz, 1985; Kattah et al., 2000).

Postula-se que a toxicidade induzida em células susceptiveis a crotoxina seja
decorrente da ruptura da membrana celular ou de vias de sinalizagdo intracelulares
desencadeadas pela ligacdo da toxina a um receptor de superficie celular (Valentim &

Lambeau, 2000; Yan et al., 20006).
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A formacao do complexo CB-CA inibe a atividade da FLA,, apesar de aumentar
a toxicidade da crotoxina ao impedir a ligacdo nao-especifica da subunidade B as membranas
(Krizaj et al., 1996; Cura et al., 2002). Portanto, a crotoxina circularia na forma ndo-
dissociada até que, uma vez em contato com a membrana alvo, se dissociaria permitindo a

ligagdo de CB ao seu sitio de agdo e a liberagdo da crotapotina no meio (Cura et al., 2002).

Alguns estudos sugerem, ainda, que parte das propriedades farmacoldgicas da
crotoxina esta dissociada da atividade catalitica do componente fosfolipasico (Soares et al.,

2001; Mebs & Ownby, 1990).

+* Nefrotoxicidade dos Venenos Crotalicos

Como mencionado anteriormente, a insuficiéncia renal aguda (IRA) ¢ uma das
complicagdes sistémicas mais comuns apos o envenenamento ofidico (Amaral et al., 1986;

Amorim et al., 1951; Silva et al., 1979; Ribeiro, et al.,1998; Pinho et al., 2005).

Em termos morfologicos a IRA nefrotoxica humana tem sido caracterizada por
alteragdes mais proeminentes nos tubulos proximais e com necrose tubular renal menos
pronunciada quando comparada com a insuficiéncia renal isquémica (Brady & Brenner,

1998).

A grande susceptibilidade dos tibulos proximais renais as injlrias, e em especial a
injuria nefrotoxica, tem sido relacionada a intensa permeabilidade a 4gua, a alta capacidade de
concentragdo de substancias, inclusive toxinas, a alta fluidez das membranas apicais ¢ a baixa

reserva metabolica (Lieberthal & Nigam, 1998).

A insuficiéncia renal, tanto a cronica quanto a aguda, esta relacionada a altos
indices de morbi-mortalidade, apesar dos avancos nos transplantes e no tratamento com
dialise (Fissell et al. 2001). Na atualidade, a terapia da IRA tém se limitado, principalmente, a
prevengao e a dialise (Dagher et al., 2003; Schrier et al., 2004).

Intimeros estudos tém corroborado os achados clinicos acerca da nefrotoxicidade
induzida por venenos crotalicos, no entanto, o mecanismo de agdo renal da crotoxina e da sua
subunidade FLA,, o(s) possivel (is) agente (s) nefrotoxico (s) do veneno, ainda ¢

desconhecido (Bucaretchi et al., 2002; Ribeiro et al.,1998; Sano-Martins, et al., 2001).
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De um modo geral, os efeitos desses venenos tém sido relacionados com a
modulagdo da sintese e liberacdo intrarenal de mediadores como 6xido nitrico, prostandides,
fator de necrose tumoral, endotelina e adenosina (Kuan et al., 1993; Martins et al., 2002,
2004; Ruschitzka et al., 1998; Schrier et al., 2004).

Estudos utilizando o método de rim isolado de rato mostraram que a fosfolipase
A, e as prostaglandinas tém uma participagdo crucial na mediacdo das alteragdes funcionais e
hemodinamicas renais induzidas pelos venenos de diferentes subespécies de cascavel (Martins

et al. 1998, 2003; Amora et al, 2006).

Foi observado, por exemplo, que inibidores de fosfolipase A,, de ciclooxigenase e
de canais de calcio foram capazes de bloquear parcial ou completamente os efeitos renais do
veneno de C. d. cascavella, indicando que os metabdlitos do acido araquidonico assim como

o calcio estavam provavelmente envolvidos no processo (Martins et al., 1998).

K/

« Fosfolipases A,

As enzimas fosfolipase A, (FLA;) sdao os componentes protéicos mais
amplamente encontrados nos venenos de serpentes (Chacur et al., 2003; Valentim &
Lambeau, 2000). Elas catalisam a hidrdlise da ligagdo éster da posicao sn-2 dos fosfolipidios

de membrana produzindo 4cidos graxos e lisofosfolipidios.

Historicamente as FLA,s sdo classificadas em: (1) citosélicas (cFLA,), de alto
peso molecular (31-110kDa) e dependentes de concentragcdes micromolares de calcio para sua
atividade enzimatica; (2) independentes de calcio (iFLA;), estas também intracelulares e com
peso molecular entre 29-85kDa e (3) secretorias (sFLA;), que sdo extracelulares, de baixo
peso molecular (14-18kDa) e que requerem concentracdes milimolares de calcio (Forte-Dias
et al., 1999; Landucci et al., 2000; Montecucco & Rosseto, 2000). Neste Gltimo grupo estdo
incluidas as enzimas digestivas e as inflamatdrias assim como as toxinas provenientes de
venenos animais (Forte-Dias et al., 1999; Landucci et al., 2000; Montecucco & Rosseto,
2000).

As FLA;s sdo ainda classificadas em grupos de I a X com base nas suas estruturas
primarias, com destaque para os grupos I, II, I, V, IX e X, onde estao incluidas as FLA;s de

venenos de animais (Forte-Dias et al., 1999; Landucci et al., 2000).



22

Algumas das suas funcdes biologicas das FLA;s sao mediadas por receptores que
tém sido encontrados em varias espécies (Valentim & Lambeau, 2000). Esses receptores sao
classificados em tipo neuronal, que sdo altamente expressos no tecido cerebral, e tipo
muscular, identificado pela primeira vez em musculo esquelético de coelhos (Dunn & Broady,

2001; Valentim & Lambeau, 2000).

O receptor do tipo muscular ¢ altamente expresso em rim, coragdo, pulmio e
figado humanos e tem estrutura semelhante ao receptor de manose dos macréfagos (Valentin
& Lambeau, 2000). Tem sido postulado que a ligacdo de FLA; ao receptor do tipo muscular
poderia (1) desencadear eventos de transdu¢do de sinais especificos que, por sua vez,
produziriam as atividades biologicas associadas a essas enzimas ou (2) promover a rapida
internalizacdo da enzima e/ou inibicdo da sua atividade catalitica (Valentin & Lambeau,
2000). Camundongos ‘“nocaute” para esse receptor, por exemplo, apresentam resisténcia ao
processo inflamatdrio induzido por lipossacaridios, indicando, possivelmente, que a FLA,
secretéria dos camundongos ¢ um ligante endogeno desse receptor (Valentin & Lambeau,

2000).

As fosfolipases A, isoladas de venenos ofidicos variam consideravelmente em
termos de toxicidade e complexidade estrutural (Santoro et al., 1999; Rangel-Santos et al.,

2004, Beghini et al., 2000).

Inumeras atividades inflamatorias tém sido descritas para as fosfolipases A, de
venenos como indu¢do de edema, recrutamento de células inflamatdrias, desgranulacdo de
mastocitos entre outras (Chacur et al., 2003, Camara et al., 2003). Além disso, tem sido
relatada a participagdo crucial da fosfolipase A, e das prostaglandinas, entre outras
substancias enddgenas, na mediacdo dos efeitos deletérios induzidos pelo veneno de cascavel

sobre a fungdo renal (Martins et al., 1998; Martins et al., 2003).

Foi relatado que FLA;s isoladas de venenos de serpentes ou abelhas possuem
efeitos toxicos diretos sobre tibulos proximais renais, em condi¢cdes normais de oxigenacao,
enquanto induzem injaria substancial durante hipdxia seguida de re-oxigenagao (Zager et al.,
1996). As FLA;s exogenas poderiam atuar por vias seletivas que levariam a morte da celular
tubular renal, uma vez que a FLA, ¢ um dos mediadores da necrose tubular aguda (Zager et

al., 1996).
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% Efeitos Bioldgicos de Metabdlitos da Fosfolipase A, sobre a Funcio Renal

A agdo das fosfolipases enzimaticamente ativas sobre as diferentes células,
incluindo as células renais, leva a liberacdo de acido araquidonico (AA) que pode ser
posteriormente metabolizado por trés vias principais: a via da enzima ciclooxigenase que
resulta na formacao de prostaglandinas, prostaciclina e tromboxanos; a via da lipooxigenase
levando a producdo de leucotrienos; e a do citocromo P450 com producdo dos acidos
epoxieicosatriendicos (EETs) e acidos hidroxieicosatetraenodicos (HETEs) (Natarajan &

Reddy, 2003).

Os principais metabolitos da fosfolipase A; estdo representados na Figura 1.
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Figura 1. Esquema das trés principais vias metabdlicas do acido araquidonico.

Alguns estudos tém sugerido que as FLA;s sdo importantes durante o processo de
apoptose em decorréncia da liberacao de 4cido araquidonico que, por sua vez, seria convertido

em prostaglandinas ou leucotrienos apoptoticos (Penzo et al., 2004; Maia et al., 2006).
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No ducto coletor, uma regido critica para a regulacdo hormonal da excrecdo de
agua e de eletrolitos, a manutengdo da integridade estrutural e funcional da medula renal ¢

controlada, em parte, pelas prostaglandinas (Yang, 2003).

Tanto a medula renal quanto o cortex renal sintetizam prostaglandinas, porém a
capacidade de sintese da medula ¢ significativamente maior (Foegh e Ramwell, 2001).
Algumas delas, particularmente PGE, e PGI,, causam vasodilatacdo no rim e aumentam a

liberacdo de renina (Kramer et al., 1985; Foegh e Ramwell, 2001).

Em coelhos, as células renais capazes de produzir PGE, em quantidades
significativas incluem: mdécula densa, ductos coletores medulares e corticais e células
intersticiais medulares, enquanto que os tibulos proximais produzem pouca PGE, (Schneider

etal., 2004).

Apesar de bem estudados e caracterizados os efeitos dos metabdlitos da
ciclooxigenase sobre a fun¢do renal, as pesquisas mais recentes tém direcionado os seus
estudos para os mediadores produzidos pelo citocromo P450, em especial o 20-HETE, que
adquiriu o status de principal eicosanoide renal (Imig & Navar,1996; Ogungbade et al., 2003;
Oyekan et al.,1999; Roman, 2002; Sacerdoti et al., 2003).

Foi demonstrado que nos microvasos, glomérulos, tibulos proximais e ramo
ascendente espesso da algca de Henle, o acido araquidonico ¢ primariamente metabolizado a

20-HETE e a EETs (Maier & Roman, 2001).

Nos rins, os metabdlitos do citocromo P450 tém importantes fungdes
fisiopatologicas ao modular o transporte de ions, o tonus e a reatividade vasculares em
respostas inflamatorias (Gu & Wang, 2002; Natarajan & Reddy, 2003). Foi demonstrado, por
exemplo, que o metabolismo de 4cido araquidonico via monooxigenases dependentes do
citocromo P450, a ativacdo de canais de potassio dependentes de cdlcio assim como a
liberacao de 6xido nitrico estdo envolvidos na vasodilatacdo induzida pela bradicinina no rim

isolado de rato (Pompermayer et al., 2002).

Os EETs apresentam atividade vasodilatadora per se, além de modular a resposta
vascular a muitos mediadores endégenos como a angiotensina II, endotelina-1 e bradicinina
(Cheng et al., 2004). Em células de musculo liso vascular e em midcitos, os EETs ativam os

canais de K, além de inibir os canais de Na" (Roman, 2002).
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O 20-HETE tem um papel primordial nos mecanismos vascular e tubular de
regulacao da hemodinamica renal e do volume de fluido extracelular ao produzir constri¢ao
dos microvasos pré-glomerulares e, particularmente, das arteriolas aferentes (Carrol &
McGift, 2000). Foi relatada ainda a sua contribuicdo na constricdo das arteriolas aferentes
induzidas por ATP (Cheng et al., 2004) e no bloqueio do canal de K™ da membrana apical do

ramo ascendente espesso da al¢a de Henle (Sacerdoti et al., 2003).

Ha relatos ainda de efeitos deletérios de AA independentes da sintese de
eicosanodides que seriam decorrentes da (1) despolarizacdo rdpida de membranas celulares e
um possivel influxo de célcio que desregularia a atividade de canais idnicos e da (2) abertura
irreversivel de um poro regulado por célcio presente na membrana mitocondrial interna com

conseqiiente alteracdo das fungdes mitocondriais (Pompéia, 2002; Maia et al., 2006).

< Acidos Graxos Livres e Fun¢io Mitocondrial

Além dos efeitos dependentes da liberagcdo de eicosanoides, o ataque a camada
lipidica induzida por fosfolipases A,, com o conseqiiente acumulo de lisofosfolipidios e
acidos graxos ndo esterificados ou livres, tém sido extensamente relacionadas as injlrias

renais agudas toxica e isquémica (Zager et al., 2001).

Esses metabdlitos tém sido implicados na progressdo de injuria celular, com
multiplos efeitos sobre a fungdo mitocondrial, incluindo desde a atuacdo como “detergentes”
das estruturas das membranas, desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, inibicdo do
transporte de nucleotidios de adenina, promog¢ao da permeabilidade mitocondrial de transi¢ao
(PMT) ¢ ativagdo de vias apoptoticas (Feldkamp et al., 2006; Zager et al., 1999; Petronilli et
al., 2001; Penzo et al., 2004).

Os acidos graxos nao esterificados (AGNE) sdo acidos carboxilicos representados
pela formula RCO;H, onde R ¢ um grupamento alquila. O tamanho da cadeia hidrocarbdnica
e a presenca ou auséncia de duplas ligagdes sdo caracteristicas utilizadas para a classificacao

desses acidos (Graziola et al., 2002).

Sao encontrados de dois a quatro 4&tomos de carbono, nos AGNE de cadeia curta,
de seis a dez nos de cadeia média, enquanto os de cadeia longa possuem acima de doze

atomos de carbono (Graziola et al., 2002). A maioria dos AG em humanos possui de 16, 18
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ou 20 atomos de carbono. A presenca ou auséncia de duplas ligacoes diferencia os AGNE em

insaturados e saturados, respectivamente (McGarry, 1997).

Os principais acidos graxos estdo representados na Tabela 01.

Tabela 01. Caracteristicas de alguns dos principais dcidos graxos encontrados em

tecidos de mamiferos

Nome Comum Nome sistematico Atomos de Duplas Ligacoes
Carbono
Palmitico Hexadecandico 16 0
Estearico Octadecanoico 18 0
Oléico Octadecanodico 18 1
Linoléico Octadecadiendico 18 2
Araquidonico Eicosatetraendico 20 4

Tabela adaptada de Graziola et al., 2002.

Sabe-se que in vivo os AGNE circulantes, em sua maioria, estdo ligados a
albumina enquanto os AGNE intracelulares estdo ligados as proteinas de liga¢do de acidos
graxos. Os niveis de AGNE nao-ligados, circulantes e intracelulares variam entre 5-10 nM

tanto no plasma quanto no citosol (Feldkamp et al.,2004, 2007).

Cerca de 30% do volume intracelular ¢ composto por mitocondrias,
particularmente em células com elevada demanda de energia, como as células dos tubulos

proximais renais e os midcitos cardiacos (Agarwal, 2005).

As mitocondrias estdo envolvidas em fungdes celulares importantes como sintese
de ATP, regulacdo intracelular de calcio, termogénese, oxidacdo de 4cidos graxos e
metabolismo de esteroides, fosforilacdo oxidativa e¢ morte celular (Kowaltowski, 2000;

Fernandez-Gomez et al., 2005; Maia et al., 2006).

O papel central das mitocondrias como integradores dos mecanismos efetores de

morte celular ¢ sugerido pelo fato de que varios sinais derivados tanto de estimulos externos
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quanto do citosol ou ntcleo convergem para a mitocondria onde desencadeiam a morte celular

por apoptose e/ou necrose (Kowaltowski, 2000; Petronilli et al., 2001; Risso et al, 2002).

Citando Andrew Halestrap (2005):

“Like Jekyll to Hyde, mitochondria can change from acting as the cell's
powerhouses to become merciless killers. Mice lacking this mechanism develop
normally, and their hearts are resistant to pathological damage.”

(Como o Jekyll de Hyde, as mitocdndrias podem deixar de agir como casa-de-
maquinas das células para se tornarem assassinas impiedosas. Camundongos
desprovidos desse mecanismo desenvolvem-se normalmente e seus coragdes sdo
resistentes aos danos patoldgicos).

A necrose mediada por mitocondrias tem sido observada principalmente em
injuria induzida por isquemia-reperfusdo (Kowaltowski, et al, 2000), enquanto que em
doencas muitas renais, independentemente do insulto inicial, a apoptose parece ser o
mecanismo final de morte celular (Morais et al., 2005). De um modo geral, agentes com uma
acdo lesiva intensa sobre mitocondrias desencadeiam a necrose, enquanto os menos toxicos

induzem a apoptose (Pompéia & Curi, 2002).

Um dos sinais precoces do desenvolvimento de apoptose ¢ a ativagao de caspases,
também conhecidas como cisteinil aspartato-proteases. Estudos recentes tém fornecido
evidéncias de que as células que sofrem apoptose apresentam alteragdes no potencial de
membrana mitocondrial (A¥Y'm) que muitas vezes precede a propria ativagdo das caspases

(Ghafourifar et al., 1999; Pompéia & Curi, 2002; Penzo et al., 2004).

O A¥m ¢ gerado pela cadeia de transporte de elétrons que direciona o fluxo de
protons a partir da matriz através da membrana mitocondrial interna até o citoplasma criando,
assim, um gradiente eletroquimico responsavel pela formacdo de ATP (Pompéia & Curi,

2002).

Outro passo importante na cascata de sinalizacdo que leva a morte celular por
apoptose ¢ a abertura do poro de transicdo de permeabilidade (PTP), um fendmeno
caracterizado por um aumento ndo seletivo na permeabilidade da membrana mitocondrial
interna, mediada por calcio e inimeros agentes indutores, entre eles, espécies reativas de
oxigénio, radiagdo ultravioleta, toxinas e acidos graxos (Barbosa Jr et al., 2000; Siemen et al.,

2005). O fechamento subseqiiente do PTP permite os niveis de ATP sejam conservados

garantindo que morte celular siga a via apoptdtica e ndo a necrética (Halestrap et al., 2000).
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A abertura do PTP tém sido implicada também na morte celular por
excitotoxicidade, por isquemia e, mais recentemente, na etiologia da diabetes tipo 1 ¢ em
algumas formas da diabetes do tipo 2 (Koshkin et al., 2004). Em condigdes fisiologicas, no
entanto, a permeabilidade mitocondrial de transi¢do contribui para a regulacao da fosforilacao

oxidativa e para o metabolismo de célcio (Kowaltowski, 2000; Koshkin et al., 2004).

O PTP, que ¢ iniciado pelo aumento no nivel intramitocondrial de Ca*", participa
da liberagdo de proteinas pro-apoptoticas através de, pelo menos, dois mecanismos: (1)
ruptura da membrana mitocondrial externa induzida por edema osmoético da organela e
eventual perda das proteinas mitocondriais e (2) remodelamento das cristas mitocondriais que
facilitaria, por sua vez, a liberagdo de citocromo C e ativacdo das caspases o que amplificaria o
processo de morte celular (Kowaltowski et al., 2000; Petronilli et al., 2001; Penzo et al.,
2004). A apoptose que ocorre no hipocampo apods insulto hipoglicémico ou isquémico ¢

desencadeada desta forma (Halestrap et al., 2000).

Outros estimulos apoptdticos como a presenga de citocinas ou a auséncia de
fatores de crescimento também envolvem a liberacdo de citocromo C, no entanto, ha
controvérsias sobre a participagdo ou nao do PTP (Halestrap et al., 2000). O fator de necrose
tumoral alfa, por exemplo, induz apoptose através de liberagao de citocromo ¢ (Ghafourifar et
al., 1999). Essa citocina tem sido implicada ainda na nefrotoxicidade induzida por
sobrenadante de macrofagos ativados com veneno de C.d.cascavella em rim isolado de rato

(Martins et al., 2004).

Tém sido relatados ainda diminui¢do do potencial de membrana mitocondrial e
aumento da producao de espécies reativas de oxigénio como conseqiiéncias da abertura do
PTP (Kowaltowski et al., 2000). A adi¢ao de inibidores da alteracdo de AWm, geralmente,

bloqueia as alteragdes citotoxicas (Pompéia & Curi, 2002).

A abertura do PTP, no entanto, nem sempre ¢ seguida de morte celular, sendo esta

associada mais ao tempo em que o poro permanece aberto (Petronilli et al., 2001).

Em resumo, a abertura do PTP, em resposta a insultos nocivos as células, resulta
em (1) intumescimento mitocondrial que pode gerar ruptura da membrana externa e a
liberacao de citocromo C e/ou (2) diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial que

interfere com as fung¢des da organela e com o destino celular.
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Com relagao aos AGNE, tem sido descrita a capacidade destes de promoverem o
desenvolvimento de PTP em tGibulos proximais isolados (Feldkamp et al., 2007). Tem sido
observado também um efeito direto do AA sobre as mitocondrias em causar a abertura
irreversivel do PTP levando a uma perda do potencial da membrana mitocondrial, a liberagao

de citocromo C ¢ a inibi¢do da respiragdo mitocondrial (Maia et al., 2006).

Como mencionado anteriormente, a transferéncia de elétrons da cadeia
respiratoria para dentro da membrana mitocondrial interna € acoplada ao transporte de prétons
a partir da matriz para o citosol (Figura 2). O gradiente eletroquimico resultante favorece a
reentrada de prétons através (1) da F,F;-ATPase, uma enzima responsavel pela sintese de
ATP a partir de ADP e Pi (fosfato inorganico) ou (2) através de outras proteinas que
comandam o transporte de ions e substratos, entre elas a proteina desacopladora (UCP; do
inglés uncoupling protein), a translocase de nucleotidios de adenina (ANT; do inglés adenine
nucleotide translocase) e o co-transportador glutamato/aspartato (Cadenas, et al., 2000;
Nicholls & Ferguson, 2002).

Entretanto, esse gradiente eletroquimico pode ser dissipado através de vias
endogenas de condutancia de prétons presentes nas mitocondrias que permitem a reentrada de
protons independentemente da fosforilacao oxidativa de forma que o consumo de oxigénio
torna-se desacoplado da sintese de ATP (Cadenas, et al., 2000; Nicholls & Ferguson, 2002;
Olson, 1997; St-Pierre et al., 2000).

Fd “Membrana mitocondral interna

F,F,-ATPase

Cadeia transportadora de elétrons

Figura 2. Desenho esquemitico da mitocondria mostrando a cadeia transportadora de
eletrons e a fosforilacio oxidativa. Nota: UCP- proteina desacopladora, do inglés
uncoupling protein; ANT- translocase de nucleotidios de adenina, do inglés adenine
nucleotide translocase.
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Os AGNE sao cléssicos desacopladores da fosforilagdo oxidativa (Wojtczak, 1976;
Valente et al., 1998; Feldkamp et al., 2006).

De acordo com um dos mecanismos propostos, os AGNE poderiam agir como
desacopladores protonoforicos reversiveis ao entrarem na matriz mitocondrial na sua forma
protonada, ndo polar, de forma que ao fim do transporte através da membrana plasmatica,
ocorreria dissociagdo do préton, que permaneceria na matriz, sendo o AGNE i6nico resultante
transportado para o citosol através de carreadores de &nions, como a translocase de
nucleotidios de adenina, o co-transportador glutamato/aspartato ou as proteinas
desacopladoras, entre outros transportadores (Wojtczak, 1976).

Como resultado, ocorreria decréscimo na produgdao de ATP, apesar da respiragao
mitocondrial intacta, i.e., desacoplamento (Nicholls & Ferguson, 2002; Wojtczak, 1976).

O referido mecanismo ¢ representado na Figura 3.
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Figura 3. Mecanismos de desacoplamento da fosforilacao oxidativa induzido por acidos
graxos. Os AG entram na matriz mitocondrial na sua forma protonada, H'-AG, ocorre
dissociacio do proton para a matriz, o AG resultante retorna ao citosol através de
carreadores de anions, como 0 ANT ou UCPs. Como resultado, a entrada de prétons
acoplada a sintese de ATP (1), que ocorre normalmente, é inibida pela entrada de
protons através da ANT e/ou da UCP (2 e 3, respectivamente), com conseqiiente
bloqueio da producao de ATP.
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Além das atividades citotoxicas mediadas pela formagao do PTP e pela acdo
desacopladora, os AGNE e os produtos de seu metabolismo também podem induzir
citotoxicidade ao alterar a fluidez das membranas celulares (Humes et al., 1989; Zager et al.,

1999).

Os AGNE estdao envolvidos ainda na regulacdo de canais i6nicos em diversos
tipos celulares (Zager et al., 1996; Giebisch, 2001). Foi demonstrado, por exemplo, que em
miocitos cardiacos de ratos e de humanos, os AG inibem a atividade e a expressao de canais
de sodio e que, em células epiteliais da vias aéreas, inativam os canais de cloreto (Ximenes et

al., 2002).

Tem sido postulado também que os AG poderiam agir diretamente sobre os canais
i0nicos através da alteragdo da fluidez da bicamada lipidica onde os canais sdo encontrados
ou, indiretamente, ao liberar metabolitos do acido araquidonico, como a PGI, e a PGE; que,

por exemplo, inibem os canais de potassio em células renais de rato (Ximenes et al., 2002).

A Figura 4 resume as agoes citotoxicas dos AGNE.
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Figura 4. Mecanismos de citotoxicidade dos AGNE. AYm = potencial de membrana
mitocondrial e ATP= adenosina trifosfato e PTP= poro de transi¢cido de permeabilidade.
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¢ Disfunc¢io Mitocondrial e Venenos de Serpentes

A disfun¢do mitocondrial induzida por venenos de serpentes tem sido bem
documentada em diversos sistemas experimentais (Nygaard et al., (1954) apud Augustyn et
al., 1970, Santos et al.,1990; Mebs & Ownby, 1990; Barraviera 1995; Valente et al., 1998).

Tem sido postulado que a disfungdo mitocondrial promovida apds o tratamento
com o veneno bruto da C. d. terrificus e/ou com as suas toxinas esta estreitamente relacionada
com a citotoxicidade destes (Mebs & Ownby, 1990; Valente et al., 1998; Yan et al., 2006;
Tamieti et al., 2007).

As acdes inotropicas negativas observadas em coracao isolado de cobaia apds
adicdo de crotoxina, por exemplo, t€ém sido associadas ao desacoplamento da fosforilagdao
oxidativa (Santos et al.,1990).

Além disso, tem sido observado edema em mitocondrias isoladas de figado de
rato a partir da incubagdo com o veneno bruto da C. d. terrificus e com a fragao fosfolipase A,
isolada deste (Barraviera, 1995; Valente et al., 1998).

Os dados obtidos por Valente e colaboradores (1998) sugerem que as sFLA;s de
serpentes, bem como aquelas ativadas endogenamente, poderiam atuar como agentes
desacopladores, num processo irreversivel. Isso, como representado na Figura 4, poderia
induzir a apoptose mitocondrial.

Augustyn e colaboradores (1970), por sua vez, demonstraram que a FLA,
purificada do veneno de Agkistrodon piscivorus apresentava um efeito bifasico sobre
mitocondrias isoladas de hepatocitos, induzindo em baixas doses o desacoplamento da cadeia
respiratdria enquanto que em altas doses inibia o consumo de oxigénio. Foi sugerido que tais
efeitos poderiam estar relacionados a liberagdo de 4cidos graxos livres em decorréncia do
ataque da FLA, a membrana mitocondrial.

AlteragOes ultraestruturais mitocondriais tém sido observadas também nos
epimastigotos do Tripanossoma cruzi incubados com veneno de Bothrops jararaca (Deolindo
etal., 2005).
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+* O Potencial da Membrana Mitocondrial

O potencial da membrana mitocondrial, simbolizado por A¥m, ¢ um importante
parametro da fungdo mitocondrial que pode ser avaliado através da utilizacdo de marcadores
fluorescentes sensiveis as alteracoes do A¥Ym, como o iodeto 5,5°,6,6’-tetracloro-
1,1°,3,3 tetractilbenzimidazocarbocianino (JC-1) e a safranina O (Agarwal, 2005; Risso et al,

2002).

Sabe-se que, apds a captacdo mitocondrial, o JC-1 encontra-se na forma
monomeérica, que emite luz verde, em situagdes em que ha diminui¢do do A¥Ym; enquanto que
0 A¥m elevado resulta em acimulo de quantidades maiores do JC-1 na mitocondria, onde
este forma agregados que alteram a fluorescéncia para a cor vermelha (Feldkamp et al, 2004,
2006). A formacao lenta dos agregados de JC-1 e a sua dissociagdo incompleta aos seus
mondmeros, durante a desenergizagdo mitocondrial, inviabilizam a sua utilizacdo em estudos
que acompanham a dindmica das mudangas do potencial de membrana (Feldkamp et al,

2005).

A captagdo mitocondrial de safranina O também ¢é dependente do AWm, apesar de
ter a vantagem de permitir a avaliagdo de alteracdes no potencial da membrana por periodos
prolongados e por poder ser usada em ciclos de energizacao, desenergizagdo e re-energizacao
mitocondrial, o que ndo ¢ possivel com o uso de JC-1 (Agarwal, 2005; Feldkamp et al, 2004,
2005). Além disso, ao contrario do que o ocorre com o JC-1, a captacdo da safranina O pelas

mitocondrias ¢ uma fungao linear do A¥Ym (Feldkamp et al, 2006).

Num trabalho recente foi demonstrada a indu¢do do colapso do A¥Ym e morte
celular por apoptose em células leuc€micas K562 tratadas com crotoxina, o principal
componente do veneno crotalico (Yan et al., 2006). Este seria mais um indicio da possivel
relacdo entre citotoxicidade de venenos crotalicos e disfun¢do mitocondrial. Em outro
trabalho recente, foram observadas fragmentacdo nuclear e corpos apoptoticos além de
severas alteragdes no reticulo endoplasmatico em células CHO-K1 incubadas com veneno da

Crotalus durissus terrificus (Tamieti et al., 2007).
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¢+ Justificativa

Nos tultimos 50 anos, ocorreram avangos significativos no entendimento da
patogénese da IRA nefrotoxica e isquémica, principalmente através de modelos
experimentais, no entanto, ocorreram poucas mudancas em termos de diminuicdo da

mortalidade (Schrier et al., 2004).

Apesar de muito se discutir sobre os efeitos citotoxicos dos venenos ofidicos,
pouco ainda ¢ conhecido acerca dos mecanismos de agdo sobre as diversas células, e em

especial, sobre as células renais.

No caso particular da citotoxicidade dos venenos crotalicos, tem-se postulado a
participagdo de diversos metabolitos da hidrolise de lipidios de membrana, entre eles os
eicosanoides (Martins et al., 2002, 2004) e os acidos graxos nao esterificados (Valente et al.,
1998) e, mais recentemente, da disfungdo mitocondrial (Yan et al., 2006; Tamieti et al.,

2007).

O interesse recente nas pesquisas envolvendo a disfungdo mitocondrial no
contexto dos diversos mecanismos de morte celular advém do fato de que a alteragdo
funcional dessas organelas tem sido relacionada a etiologia de doencas como a diabetes, ao
estado metabdlito diferenciado das células tumorais e de certos parasitas (Kowaltowski, 2000;
Fernandez-Gomez et al., 2005; Maia et al., 2006, Yan et al., 2006; Tamieti et al., 2007;
Passero et al., 2007).

Além disso, a utilizagdo de sistemas de 6rgdos isolados tem contribuido para o
estudo de eventos celulares e/ou teciduais (Sells, 2003; Taft, 2004). O uso de tubulos
proximais renais isolados permite o estudo dos eventos metabolicos das células tubulares que
tém papel importante tanto no dano estrutural reversivel quanto na progressao da injuria letal,
considerando-se que os tibulos isolados retém a mesma susceptibilidade as injarias que

ocorrem in vivo (De Castro et al., 2004; Feldkamp et al., 2004; Agarwal, 2005).

Através da utilizacdo de tuibulos proximais renais isolados tem sido possivel
estudar os efeitos diretos de substincias potencialmente nefrotdxicas sem a interferéncia de
efeitos sistémicos e hemodinamicos (De Castro et al., 2004; Zager et al., 2001). Os tibulos
proximais renais in vivo sdo dependentes do metabolismo mitocondrial para a sintese de ATP,
em decorréncia da sua capacidade glicolitica minima (Balaban & Mandel, 1988; Wirthensohn

& Guder, 1986).
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O desenho experimental do presente estudo baseou-se na avaliacdo da fungao
mitocondrial e da integridade de membranas plasmaticas além dos parametros de
funcionalidade renal sem interferéncia de mediadores sist€émicos, investigados através do uso

de tiibulos proximais isolados e de rim isolado de rato, respectivamente.

Os estudos utilizando rim isolado de rato foram realizados no Laboratorio de
Farmacologia de Venenos e Toxinas (LAFAVET), onde, desde 1993, tém sido desenvolvidos
estudos importantes com venenos de serpentes brasileiras, entre elas Bothrops jararacaca
(Monteiro ¢ Fonteles, 1999), Bothrops jararacussu (Havt et al., 2001), Bothrops moojeni
(Barbosa et al., 2002, 2006), Crotalus durissus terrificus (Monteiro et al., 2001), Crotalus
durissus cascavella (Martins et al., 1998, 2002), Crotalus durissus collilineatus (Amora et al.,
2006), Bothrops insulares (Braga et al., 2006a, 2006b, 2008a, 2008b), assim como com
venenos de peixe (Thalassophrryne nattereri; Faco et al., 2003), de escorpido (Tityus
serrulatus; Alves et al., 2005), e de anémona Bunodossoma caissarum, além dos estudos com

outros produtos naturais como as lectinas vegetais (Teixeira, 2001).

A parte experimental com tibulos proximais isolados foi realizada na
Universidade de Michigan, no Departamento de Nefrologia, sob a orientacdo do Doutor Joel

Martin Weinberg, professor de Medicina Interna da referida instituicao.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo estudar os mecanismos de injiria
celular renal induzida pela fosfolipase A, isolada do veneno da Crotalus durissus terrificus
em tubulos proximais isolados ¢ em rim isolado de rato, na perspectiva de elucidacdo dos
processos fundamentais envolvidos tanto na injuria renal aguda quanto na injuria celular de

outros Orgaos.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar a fragdo fosfolipase A, isolada do veneno da Crotalus durissus terrificus
na perspectiva de elucidacdo do mecanismo de acdo renal e de descoberta de novas

ferramentas farmacoldgicas.

Objetivos especificos

e Estudar os efeitos da fosfolipase A, isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus

sobre a fungao renal.

o Investigar os efeitos das fosfolipases A; isoladas de pancreas de porco e do veneno de
Crotalus durissus terrificus em relagdo aos niveis de acidos graxos nao-esterificados,
aos niveis celulares de nucleotidios de adenina, a liberagdo de lactato desidrogenase e

as alteracdes no potencial de membrana mitocondrial em tubulos proximais isolados.
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3. MATERIAIS E METODOS

A parte experimental com rim isolado de rato utilizada nos estudos da presente
tese foi realizada no Laboratério de Farmacologia de Venenos e Toxinas (LAFAVET) do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceard enquanto a
parte experimental com tibulos proximais isolados foi realizada na Universidade de
Michigan, no Departamento de Nefrologia, sob a orientacdo do Doutor Joel Martin Weinberg,

professor de Medicina Interna da referida institui¢ao.

3.1. Perfusao de Rim Isolado de Rato

3.1.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 260 ¢ 300g, provenientes do
biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara. Os

animais foram mantidos em jejum 24 horas antes de cada experimento com agua ad libitum.

3.1.2. Materiais

Solugdo perfusora composta das seguintes substancias: NaHCOs; (Synth),
NaH,P0O4.H,O (Synth), NaCl (Synth), MgSO4.7H,O (Reagen), uréia (Reagen), KCl (Merck),
glicose (Squibb), penicilina G potéssica cristalina (Squibb), fracdo V de albumina bovina
(SIGMA) ¢ inulina (SIGMA). No procedimento cirargico foram utilizados pentobarbital
sodico (SIGMA) a 3%, manitol (Reagen) e heparina (Cristalia). A fosfolipase A, isolada do
veneno da Crotalus durissus terrificus utilizada no modelo de rim isolado de rato foi
gentilmente cedidas pelo Dr. Marcos Hikari Toyama da Universidade Estadual Paulista
(UNESP). De acordo com Oliveira e colaboradores (2002), a isoforma da FLA, isolada da C.
d. terrificus apresenta a seqiiéncia de aminoacidos:

HLLQFNKMLKFETRKNAVPFYAFGCYCGWGGQRRPKDATDRCCFVHDCCYEKVT

KCNTKWDFYRYSLKSGYITCGKGTWCKEQICECDRVAAECLRRSLSTYKNEYMFYP
DSRCREPSETC. A homologia com outras fosfolipases A; citadas na literatura varia de 60 a
90% ¢ o peso molecular é de, aproximadamente, 14664,14 (Oliveira et al., 2002).
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3.1.3. Descri¢ao do sistema de perfusiao de rim isolado

Foi utilizado o sistema de perfusdo de rim isolado de rato que permite o estudo
da funcdo renal na auséncia de influéncias sistémicas (Nizet, 1975). Essa técnica tem sido
utilizada para investigar os aspectos da fisiologia, farmacologia e farmacocinética renais
(Wang et al., 2004).

O sistema utilizado ¢ constituido dos seguintes componentes: banho-maria — para
a manuten¢do de uma temperatura constante do pulmao tipo silastico entre 36 ¢ 37 °C; bomba
aquecedora com termostato — para manuten¢do de uma temperatura constante no sistema entre
36 e 37 °C; bomba de perfusdo Watson — que bombeia a solugdo de perfusdo ao longo do
sistema; catabolhas — que evita a entrada de bolhas nos rins; coletor de urina; condensador;
filtro Millipore 5 um para filtracdo da solug¢do perfusora; fluxometro — para medi¢ao do fluxo
de perfusdo (mL/hora); mandmetro de mercurio — para medi¢do da pressdo de perfusdo
(mmHg); pulmio tipo silastico — para a promog¢ao das trocas gasosas (95% O, e 5% CO,) e

seringa coletora de perfusato (Figura 5).
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Figura 5. Representacio esquematica do sistema de perfusio de rim isolado.
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3.1.4. Técnica cirurgica

O rim direito foi exposto sob anestesia com pentobarbital sodico (50mg/kg) através
de uma incisdo mediana no abdomen. Administrou-se 3 mL de manitol a 20% pela veia
femoral durante a cirurgia. Efetuou-se o isolamento da adrenal direita e posterior
descapsulagcdo do rim correspondente. O ureter direito foi canulado, para a coleta de urina,
através de tubo de polietileno (PE50). A artéria renal foi canulada através da artéria
mesentérica para evitar a interrup¢ao do fluxo segundo o método descrito por Balhlmann et
al. (1967), Nishiitsutji-Uwo et al. (1967), Ross (1978) ¢ Fonteles et al. (1983). O rim foi
isolado e transferido para um sistema fechado e perfundido com 100 mL de perfusato mantido

a37°C.

3.1.5. Ensaios experimentais

3.1.5.1. Estudo dos efeitos renais da fosfolipase A, isolada do veneno da Crotalus durissus
terrificus

O estudo dos efeitos renais da fosfolipase A, isolada do veneno da Crotalus
durissus terrificus (CTFLA,) foi iniciado ap6s um periodo de controle interno de 30 minutos,

e as observagoes dos pardmetros renais foram feitas durante os 90 minutos seguintes.

1. Grupo controle - perfusdo somente com solugdo de Krebs-Henseleit (n=6);

2. Perfusdo com fosfolipase A, isolada de veneno da Crotalus durissus terrificus
(CTFLA;) na concentragdo de 10ug/mL (n=6).

3.1.6. Procedimento experimental

A pressdo de perfusdo e o fluxo foram mantidos constantes durante os 30 minutos
iniciais. Apods esse periodo, considerado como controle interno, a substancia-teste foi
adicionada e observadas as mudangas nos parametros renais até os 120 minutos. A
variabilidade funcional de cada rim foi avaliada através do ritmo de filtracdo glomerular, que

foi determinado pela depuracdo renal de inulina, pelo fluxo urinario e pela percentagem de
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reabsorc¢ao tubular de agua, sodio, potdssio e cloreto. Para a analise da reabsorcao tubular
foram coletadas amostras de perfusato e urina em intervalos de 10 minutos, durante um
periodo total de 120 minutos. O volume urinario foi medido, pelo método gravimétrico, em
recipientes de vidro previamente pesados. Amostras de perfusato (1,5mL) foram coletadas em
recipientes de vidro no ponto médio de cada intervalo de coleta de urina. As amostras de urina
e de perfusato foram analisadas através do método da espectrofotometria de chama. As
leituras fotométricas foram realizadas em fotdmetro de chama (Flame Photometer - modelo
443 IL); o kit LabTest foi utilizado para a dosagem de cloreto; a inulina foi determinada
seguindo o método descrito por Fonteles e Leibach (1982); ¢ a medida de osmolalidade
através de osmometro (Vapor pressure osmometer- modelo 5100c ESCOR). Todas as

dosagens bioquimicas foram realizadas na Unidade de Pesquisas Clinicas.

3.1.7. Analise histologica

Os fragmentos dos rins direitos, utilizados no sistema de perfusdo, como dos rins
esquerdos (controle externo) foram retirados ao final de cada experimento e acondicionados
numa solugdo de formal a 10%, para posterior analise através de microscopia Optica. Todas as
laminas foram confeccionadas no Laboratorio de Patologia-BIOPSE, e analisadas no
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara pelo Prof. Dr.

Dalgimar Beserra de Menezes.

3.1.8. Calculo dos parametros renais

Para a determinagdo dos pardmetros renais foram utilizadas as formulas
descritas na tabela da pagina seguinte.



Tabela 02. Férmulas utilizadas para calculo dos parametros renais

Parametros renais

Formula

Unidade

FU - fluxo urinario

FPR - fluxo de perfusio renal

RVR - resisténcia vascular renal

RFG - ritmo de
glomerular

filtracao

FNa" - sédio filtrado

ENa” - sédio excretado

TNa' - sédio transportado

%TNa" - percentual de sodio
transportado

Cosm - Clearance osmotico

Cho - Clearance de agua livre

dTNa" - transporte distal de
sodio

Ad Na™ - aporte distal de sodio

pTNa' = transporte proximal de
sodio

%pTNa" = percentual de
transporte proximal de sédio

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

FPR= fluxo registrado a cada
10min / intervalo de tempo x peso
do rim

RVR = PP*/FPR
RFG = DOU,/ DOP;, x FU, onde
DOU;, = densidade otica da inulina

na urina e DOP;, = densidade o6tica
da inulina no perfusato

FNa" = RFG x PNa", onde PNa' =
concentracao de sodio no perfusato

ENa®= FU x UNa", onde UNa"
= concentrac¢ao de sodio na urina

TNa"= FNa"-ENa’
%TNa"= TNa"x 100/ FNa*
Cosm = (Ugsm/ Posm) x FU, onde

Ugsm = osmoridade urinaria e Py,
= osmoridade de perfusato

CHZO: FU'Cosm

dTNa"= Cyyo x PNa®

AdNa"=dTNa" + ENa®

pTNa"=FNa'x AdNa’

%pTNa™ = pTNa"x100/FNa"

mL. g '. min™

mL. g . min’

mmHg/mL. g”'. min™

mL.g".min”!

pEq. g min™!

pEq. g min™

pEq. g min™!

mL.g".min™!
mL.g"' .min”'
mL.g".min™!

uEq.g” min™

pEq.g”.min™

*Pressao de Perfusdo. Tabela Baseada no trabalho de Pitts, 1971.

Todos os célculos realizados para a determinagdo dos pardmetros acima citados

foram repetidos para o potassio e o cloreto.
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3.2. Avaliacio de Parametros Funcionais em Suspensido de Tubulos Proximais

3.2.1. Materiais

Coelhos New Zealand foram obtidos do Biotério de Harlan (Indianapolis, IN). A
colagenase do tipo IV foi adquirida da Worthington Biochemical (Lakewood, NJ) e o Percoll
da Amersham Biosciences (Piscataway, NJ). A acetonitrila para HPLC foi obtida da Fischer
Scientific (Pittsburg, PA). O iodeto 5,57,6,6’-tetracloro-
1,1°,3,3 tetraetilbenzimidazocarbocianino (JC-1) foi fornecido pela Molecular Probes
(Eugene, OR). A digitonina de alta pureza foi obtida da Calbiochem (catdlogo no. 300411,
San Diego, CA). Os kits de NEFA-C foram adquiridos da WAKO Diagnostics
(Richmond,VA). Albumina bovina sérica desprovida de lipidios (dBSA) foi fornecida pela
Sigma-Aldrich (catdlogo no. A-6003; St. Louis, MO). As fosfolipases A; isoladas de pancreas
de porco e do veneno da Crotalus durissus terrificus utilizadas na experimentacdo com
tubulos proximais isolados foram compradas da Sigma-Aldrich (P-0861, lote 125K1428 e
P5910, lote 65F8590, respectivamente; St. Louis, MO).

3.2.2. Cirurgia

Coelhos New Zealand foram inicialmente anestesiados com administra¢do de
cetamina (25-35mg/kg, I.M.), diazepam (5-10 mg/kg, I.M.) e xilazina (10 mg/kg, LM.) e
suplementados, quando necessario, com doses adicionais de 15-20 mg/kg de cetamina e 0.25-
0.5 mg/kg de diazepam para obter anestesia completa para a realizagdo da laparotomia. Uma
incisao na linha mediana abdominal foi realizada de forma a expor os 6rgaos internos (Figuras
6A e 6B). Um cateter foi introduzido na artéria renal e iniciada a perfusdo in situ de
colagenase do tipo IV (1,25 mg/mL) numa solug¢do contendo (em mM): 115 NacCl, 3,9 KCl,
30 NaHCOs, 1,2 KH,POy, 2,6 CaCl,, 1,2 MgCl,, 1,2 MgSOy, 5 glicose, 5 lactato de sodio, 1
alanina, 1 butirato de so6dio e 25 manitol e aerada com 95% ar/5%CO, em pH 7,15 (Figuras 6C
e 6D). O rim completamente perfundido foi entdo retirado através da dissecacdo dos orgaos e
tecidos adjacentes. O cortex renal foi entdo separado da medula remanescente (Figuras 6E e
6F). O procedimento descrito anteriormente também foi realizado com o rim direito. A

eutandsia ocorreu por exsanguinacdo decorrente da remocdo dos rins, uma vez que o



45

procedimento foi realizado sem hemostasia. Por precaucdo, foi realizada ainda puncao
bilateral do diafragma de acordo com recomendagdes Protocolo de Eutandsia da Associacao

Americana de Medicina Veterinaria.

Figura 6. Procedimento cirurgico para isolamento do cértex renal.
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3.2.3. Isolamento de Tubulos Proximais

O cortex renal foi triturado sobre uma placa de ceramica resfriada e a seguir
transferido para um Erlenmeyer (Figura 7A). Ap6s aerado com uma mistura de ar /5% CO,,
ele foi colocado num banho-maria a 37°C por 15-20min (Figura 7B). O cortex renal triturado
foi peneirado utilizando-se uma solu¢do contendo 110 mM NaCl, 2,6 mM KCl, 25 mM
NaHCOs, 2,4mM KH;POy4, 1,25 mM CaCl,, 1,2 mM MgCl,, 1,2 mM MgSO4, 5 mM glicose,
4 mM lactato de sddio, 0,3 mM alanina, 5,0 mM butirato de sodio, 3% dextrano dializado (T-

40; Amersham Pharmacia) e 2 mg/mL gelatina bovina.

O sedimento foi descartado e o sobrenadante foi lavado e ressuspendido na
solucdo previamente citada. A separacdo e o enriquecimento dos tibulos proximais (TP)

foram realizados através do uso de gradientes de Percoll (Figuras 7C, 7D e 7E).

Figura 7. Isolamento de tubulos proximais de coelho.
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3.2.4. Procedimento Experimental

A incubagdo foi realizada como descrito a seguir. Os sedimentos finais de
tubulos foram ressuspendidos a uma concentragdo de 3,0-5,0 mg de proteina/mL numa
solucao contendo (em mM): 110 NaCl, 3,9 KCI, 25 NaHCO;, 1,2 KH,PO4, 1,3 CaCl,, 1,2
MgCl,, 1,2 MgSOy, 5 glicose, 5 lactato de sdédio, 5 glicina, 0,3 alanina, 5 butirato de sddio;
2mg/mL de gelatina bovina e aerada com ar/5%CO,. Apds 15 min de preincubacdo a 37°C, os
tubulos foram ressuspendidos em um meio recém-preparado contendo as substincias-teste
(fosfolipase A, isolada de pancreas de porco ou de veneno da serpente Crotalus durissus
terrificus) em diferentes concentragdes ¢ entdo reacradas com uma mistura de 95% ar/5%
CO.,. A utilizagao da enzima pancreatica foi realizada a titulo de comparacao, tendo em vista a
sua reconhecida atividade citotoxica (Humes et al., 1989; Zager et al., 1996). Para o grupo
controle nenhuma adicdo foi feita apds os tubulos serem ressuspendidos. Apos 60 min,
amostras foram removidas para andlise. A determinagdo protéica foi realizada através do
método de Lowry e colaboradores (1951). Niveis de ATP e de AGNE assim como liberagao
de LDH foram mensurados e a avaliacdo das alteragdes no potencial da membrana

mitocondrial (A¥Ym) foi realizado como descrito a seguir.

3.2.5. Ensaios Experimentais

Sete suspensdes de tubulos proximais, divididas em aliquotas de 6mL e

recolocadas em Erlenmeyers de 25mL foram tratadas da seguinte forma:

e Grupo controle: oxigenagdo continua por 75min (incuba¢do numa mistura de

ar/5% CO, a 37°C em banho-maria agitado);

e Grupo 28PFLA,;: oxigenagdo continua por 75min (incubagdo numa mistura de
ar/5% CO, a 37°C em banho-maria agitado) com adi¢cdo de 28U/mL de fosfolipase

A, isolada de pancreas de porco (28P-FLA;) nos ultimos 60 min;
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e Grupo 100PFLA,;: oxigenacdo continua por 75min (incubagdo numa mistura de
ar/5% CO; a 37°C em banho-maria agitado) com adicdo de 100U/mL de

fosfolipase A, isolada de pancreas de porco (100P-FLA;) nos ultimos 60 min;

e Grupo 150PFLA,;: oxigenacdo continua por 75min (incubagdo numa mistura de
ar/5% CO, a 37°C em banho-maria agitado) com adicdo de 150U/mL de

fosfolipase A; isolada de pancreas de porco (150P-FLA;) nos ultimos 60 min;

e Grupo 7SVFLA;: oxigenacdo continua por 75min (incuba¢do numa mistura de
ar/5% CO; a 37°C em banho-maria agitado) com adicdo de 7U/mL de fosfolipase
A, isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus (7VS-FLA;) nos ultimos 60

min;

e Grupo 14SVFLA;: oxigenagdo continua por 75min (incubagdo numa mistura de
ar/5% CO, a 37°C em banho-maria agitado) com adi¢do de 14U/mL de fosfolipase
A, isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus (14VS-FLA;) nos tltimos 60

min;

e Grupo 28SVFLA;: oxigenagdo continua por 75min (incubagcdo numa mistura de
ar/5% CO, a 37°C em banho-maria agitado) com adi¢ao de 28U/mL de fosfolipase
A, isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus (28VS-FLA;) nos tltimos 60

min.

A escolha das concentragdes utilizadas foi baseada em estudos preliminares com
fosfolipase A, isolada de pancreas de porco (Zager et al., 1993, 1996 e 1999) ¢ com
fosfolipase A;isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus (Valente et al.,1998).

3.2.6. Mensuracio da liberacao da lactato desidrogenase (LDH)

A injuria celular pode ser analisada através da quantificagdo do dano ou ruptura da

membrana plasmatica. O ensaio de liberagdo de lactato desidrogenase (LDH), uma enzima
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citoplasmatica presente na maioria das células, permite mensurar o dano a membrana

plasmatica que ¢ um marcador da injuria celular.

O LDH presente no sobrenadante de suspensdes de tibulos proximais, incubadas
com fosfolipase A, isolada de pancreas de porco ou de veneno da Crotalus durissus terrificus

A,, participa da seguinte reagdo de conversio: piruvato + NADH« lactato + NAD".

A atividade da LDH foi determinada, entdo, a partir da mensuragdo da oxidagao
de NADH num meio antes e depois da adi¢cdo de Triton X-100 0.1%, agente capaz produzir
100% de morte celular. A atividade de LDH foi calculada a partir da taxa de decaimento da

fluorescéncia do NADH a 460 nm (Weinberg et al.,1989).

3.2.7. Mensuracao dos niveis de ATP

Para a andlise dos niveis de ATP, amostras de suspensdo de tabulos proximais
foram imediatamente desproteinadas em 4cido tricloroacético e, a seguir, neutralizadas com
trioctilamina: CFC 113 e estocadas a -20°C de acordo com método descrito por Weinberg et
al., (1997). Nucleotidio de purina e seus metabolitos obtidos de aliquotas de 20uL dos
extratos neutralizados foram separados e quantificados usando o método de HPLC em fase

reversa com pareamento idnico como descrito por Feldkamp et al., (2004).

3.2.8. Ensaio de Acidos Graxos Nio-Esterificados (AGNE)

Para a determinagdo dos niveis de 4cidos graxos nao-esterificados (AGNE) no
sobrenadante e no sedimento de suspensdes de tubulos proximais utilizou-se um método

colorimétrico enzimatico.

Para tanto, amostras de 3 mL de tibulos proximais foram extraidas com 2,5 — 7,5
mL de 1:2 de cloroféormio:metanol e evaporadas a volumes menores, aproximadamente 80
uL, com o auxilio de nitrogénio. As amostras foram entéo estocadas em nitrogénio a -80°C até
o momento do ensaio quando foram reconstituidas com a adi¢cdo do volume apropriado do

solvente do extrato tecidual usando o protocolo da WAKO Diagnostics.
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Os AGNE foram analisados enzimaticamente com volumes de 20uL de amostras
para conversdao de coenzima A (CoA) em ésteres de acil-CoA usando-se acil-CoA sintetase
seguido por oxidagdo do acil-CoA pela acil-CoA oxidase com producdo de perdxido de
hidrogénio que, na presenca de peroxidase adicionada ao meio, promove a oxidacdo do 3-
metil-N-etil-N-(B-hidroxietil)-anilina (MEHA) com a 4-aminoantipirina formando um
composto de coloragdo roxa que ¢ mensurado colorimetricamente (kit NEFA-C, WAKO

Chemicals).

3.2.9. Analise das Alteracdes no Potencial de Membrana Mitocodrial (A¥Ym) através da

captacio de JC-1 e de Safranina O

3.2.9.1. Fluorescéncia JC-1

Os tabulos proximais foram incubados com JC-1 (9,0 pg/mL; Molecular Probes)
por 15 min a 37°C. Os tbulos entdo foram centrifugados e os sedimentos lavados trés vezes
com uma solucdo isotdnica gelada de salina-HEPES. O A¥m foi analisado através da
mensuragdo da intensidade da fluorescéncia de comprimentos de onda de 535 e 595nm
usando um fluorometro Alphascan (Fig. 8; Photon Technology, Monmouth Junction, NJ) e
calculando a razao 595/535. Os potenciais de membrana elevados apresentam valores altos
para as razdes 595/535. Os tubulos foram mantidos em gelo até o momento das medigdes

(Feldkamp et al., 2005).

3.2.9.2. Captacio de Safranina O

A captagdo de safranina O pelas mitocondrias em tubulos permeabilizados com
digitonina foi usada para mensurar o A¥Ym dos tiibulos ao final das manobras experimentais.
Resumidamente, uma aliquota de 0,3 mL de suspensdo celular foi centrifugada por 5
segundos, o sobrenadante removido e sedimento celular ressuspendido a um volume total 2,3
mL em uma solugdo tampao intracelular que consistia de (mM): 120 KCI, 1 KH,PO4, 2
EGTA e 10 K-Hepes; 5uM safranina O e com pH 7,2 a 37°C. As células foram
permeabilizadas usando-se digitonina (100pg/mg proteina). Succinato de potassio (4mM) ou

glutamato + malato (4mM cada) foi usado como substrato para manter o A¥m.
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As medi¢oes de fluorescéncia foram realizadas utilizando-se os fluorometros
Alphascan e Deltascan (Photon Technology International - Lawrenceville, NJ; Figuras 8 ¢ 9,
respectivamente) equipados com controladores de temperatura e com suportes para cubetas
magneticamente agitadas. As cubetas foram iluminadas com luz de 485 nm para excitar o
indicador fluorescente, safranina O. A fluorescéncia emitida foi coletada em comprimentos de
onda de 586 nm. A recaptagao de safranina O na matriz da mitocondria energizada, que ¢ uma
funcdo linear do potencial de membrana mitocondrial, resulta em extincdo da sua

fluorescéncia de forma que o sinal mensuravel decresce.
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Figura 8. Fluorometro Alphascan

Figura 9. Fluorémetro Deltascan
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3.2.10. Estudo da permeabilidade mitocondrial de transicao (PMT)

Com o intuito de avaliar o envolvimento da permeabilidade mitocondrial de
transicdo (PMT) nos efeitos citotoxicos das fosfolipases A, pancredtica e crotalica, estudou-se
a ocorréncia de edema mitocondrial, concomitantemente a mensura¢do do potencial de

membrana mitocondrial, em suspensdes de tubulos proximais.

Para tanto, uma aliquota de 0,3 mL de suspensdo tubulos proximais foi
centrifugada por 5 segundos, o sobrenadante removido e sedimento celular ressuspendido a
um volume total 2,3 mL em uma solugdo tampao intracelular que consistia de (mM): 120
KCI; 1 KH,PO4; 40 uM EGTA, 5uM safranina O e 10 K-Hepes, pH 7,2 a 37°C. As células
foram permeabilizadas usando-se digitonina (100pg/mg proteina). Succinato de potassio
(4mM) foi usado como substrato para manter o A¥Ym. As medi¢des de fluorescéncia foram
realizadas utilizando-se os fluordmetros Deltascan e Alphascan (Photon Technology
International - Lawrenceville, NJ), sendo as mudang¢as no volume mitocondrial observadas
com emissdo de luz de 520 nm e excitacdo do indicador fluorescente em comprimentos de

onda de 520 nm.

A escolha das concentragdes utilizadas de fosfolipase A, isolada de pancreas de
porco e de veneno de Crotalus durissus terrificus foi baseada em estudos com concentragdes
crescentes de cada fosfolipase A, até que fosse observada a diminuicdo maxima da recaptagdo
da safranina O, ou seja, colapso do A¥Wm (desenergizacdo). As suspensdes de tubulos
proximais das fosfolipases foram suplementadas com calcio, necessario para a atividade
dessas enzimas. Para garantir que o efeito observado em tais suspensdes era decorrente da
atividade da enzima e ndo do calcio, avaliou-se o efeito da adicdo desse ion na auséncia das

fosfolipases.

Para o grupo PMT, utilizou-se o célcio que em excesso induz o PMT e,
concomitantemente, o colapso do A¥m. A dose de célcio foi determinada através do mesmo
procedimento utilizado para as fosfolipases. Para o grupo controle (grupo onde ndo ocorreu

inducdo de PMT) foi utilizada apenas a solucao tampao da suspensdo de tubulos proximais.

Para bloquear o PMT induzido pelos diferentes agentes utilizados (calcio e
fosfolipases A, pancredtica e crotalica) foram utilizados albumina bovina (BSA, 0,5mg/mL),

ciclosporina A (CsA, 1uM), um agente imunossupressor utilizado experimentalmente por sua
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capacidade de inibir o PMT, assim como a adenosina difosfato (ADP, 0,5 mM) e o magnésio

(Mg®",1 mM). Apesar da BSA per se nio melhorar a dissipacio do A¥m induzida pelo calcio,

a sua utilizacdo aumenta o efeito subseqiiente a adicdo da combinagdo de ADP/CsA/Mg%, ou

seja, a re-energizagdo mitocondrial.

3.2.10.1. Ensaios Experimentais

Apds oxigenacdo continua por 75min (incuba¢do numa mistura de ar/5% CO; a

37°C em banho-maria agitado) as suspensdes de tubulo proximais (TP) foram levadas ao

fluorometro onde foram submetidas aos seguintes protocolos:

Grupo Controle (sem Ca’"): adi¢io de suspensdo de TP em presenca do marcador
safranina O seguida por adi¢do da solug¢do tampao utilizada na suspensdo de TP aos

500 segundos;

Grupo PMT: adicdo de suspensdo de TP em presenga do marcador safranina O
seguida por adi¢do de 30 uM de Ca*" aos 500 segundos, de BSA aos 800 segundos ¢
da combinacio de ADP/CsA/Mg”" aos 1050 segundos;

Grupo 45U/mL P-FLA; (com Ca*™) = adicdo de suspensao de TP em presenca do
marcador safranina O ¢ de 10uM Ca®" seguida por adi¢do de 45U/mL de fosfolipase
A, isolada de pancreas de porco (P-FLA;) aos 500 segundos, de BSA aos 1000
segundos e da combinagio de ADP/CsA/Mg”" aos 1250 segundos;

Grupo 45U/mL P-FLA, (sem Ca’") = adicio de suspensdo de TP em presenca do
marcador safranina O seguida por adi¢do de 45U/mL de P-FLA, aos 500 segundos, de
BSA aos 1000 segundos e da combinacdo de ADP/CsA/Mg*" aos 1250 segundos;

Grupo 4U/mL VS-FLA, (com Ca®") = adi¢io de suspensdo de TP em presenca do
marcador safranina O e de 10uM Ca”" seguida por adigdo de 4U/mL de fosfolipase A,
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isolada do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus (VS-FLA;) aos 500
segundos, de BSA aos 1000 segundos e da combina¢io de ADP/CsA/Mg*" aos 1250

segundos;

e Grupo Controle com Calcio: adicdo de suspensdo de TP em presenga do marcador

safranina O seguida por adi¢do de 10puM Ca*" aos 500 segundos.

3.3. Analise Estatistica

Todos os valores sdo apresentados como médias = E.P.M. As comparagdes
estatisticas foram realizadas pelo teste t de Student ndo-pareado. A significancia foi
considerada para valores de P menores que 0,05. A correcdo de Whitney-Mann foi utilizada
quando necessario. A analise da variancia (ANOVA) e o teste de Bonferroni foram utilizados

para analises comparativas de mais de dois grupos.

3.4. Aspectos Eticos

O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

com Animais da Universidade Federal do Ceara.
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RESULTADOS
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4.1. Avaliacao dos Parametros Renais no Rim Isolado de Rato

4.1.1. Estudo dos efeitos renais da fosfolipase A, isolada do veneno da Crotalus durissus

terrificus

A adigdo de fosfolipase A, (FLA,) isolada do veneno da serpente Crotalus
durissus terrificus em rins isolados de rato promoveu aumento significativo na pressdo de
perfusdo (PP), no fluxo urindrio (FU) e no ritmo de filtragdo glomerular (RFG) aos 120

minutos de perfusdo (Figuras 10, 12 e 13, respectivamente).

Em relagdo aos transportes totais de sodio, potassio e cloreto foram observadas
reducdes significativas aos 90 minutos para todos os eletrdlitos, enquanto os transportes de
potassio e de cloreto mostraram redugdes a partir dos 60 minutos (Figuras 14, 15 e 16,
respectivamente). Os percentuais de transportes proximais mostraram reducdes semelhantes

aos dos transportes totais para todos os eletrolitos analisados (Tabela 03).

Nao foi observada altera¢do na depuragcdo osmotica apds a adi¢do de fosfolipase

A, (Tabela 04).
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Figura 10. Efeitos renais promovidos pela fosfolipase A, isolada do veneno da serpente
Crotalus durissus terrificus na pressiao de perfusao (PP). Os dados sdo expressos por
média + E.P.M. compilados em quatro periodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A
analise estatistica foi feita por teste t de Student com p<0,05. * = comparacdo entre os grupos
tratados (n=6) e o grupo controle (n=6). FLA, = adi¢do de fosfolipase A, na dose de 10ug.
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Figura 11. Efeitos renais promovidos pela fosfolipase A, isolada do veneno da serpente
Crotalus durissus terrificus na resisténcia vascular renal (RVR). Os dados sdo expressos
por média = E.P.M. compilados em quatro periodos de 30 minutos (30, 60, 90 ¢ 120 minutos).
A andlise estatistica foi feita por teste t de Student com p<0,05. * = comparacdo entre os
grupos tratados (n=6) e o grupo controle (n=6). FLA, = adi¢do de fosfolipase A, na dose de

10ug.



0,4
0,35
0,3
0,25
0,2

0,15

FU (mL.gt.min)

0,1

0,05

Tempo {min)

59

W Controle

BFLA2

Figura 12. Efeitos renais promovidos pela fosfolipase A, isolada do veneno da serpente
Crotalus durissus terrificus no fluxo urinario (FU). Os dados sdo expressos por média +
E.P.M. compilados em quatro periodos de 30 minutos (30, 60, 90 ¢ 120 minutos). A analise
estatistica foi feita por teste t de Student com p<0,05. * = comparacao entre os grupos tratados
(n=6) e o grupo controle (n=6). FLA, = adicao de fosfolipase A, na dose de 10pug.
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Figura 13. Efeitos renais promovidos pela fosfolipase A, isolada do veneno da serpente
Crotalus durissus terrificus no ritmo de filtracao glomerular (RFG). Os dados sdo
expressos por média + E.P.M. compilados em quatro periodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120
minutos). A andlise estatistica foi feita por teste t de Student com p<0,05. * = comparacao
entre os grupos tratados (n=6) e o grupo controle (n=6). FLA, = adi¢do de fosfolipase A; na

dose de 10pg.
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Figura 14. Efeitos renais promovidos pela fosfolipase A, isolada do veneno da serpente
Crotalus durissus terrificus no percentual de transporte tubular total de sédio (%TNa").
Os dados sao expressos por média = E.P.M. compilados em quatro periodos de 30 minutos
(30, 60, 90 e 120 minutos). A andlise estatistica foi feita por teste t de Student com p<0,05. *
= comparagdo entre os grupos tratados (n=6) ¢ o grupo controle (n=6). FLA, = adicdo de
fosfolipase A, na dose de 10ug.
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Figura 15. Efeitos renais promovidos pela fosfolipase A, isolada do veneno da serpente
Crotalus durissus terrificus no percentual de transporte tubular total de potassio
(%TK"). Os dados sdo expressos por média + E.P.M. compilados em quatro periodos de 30
minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A analise estatistica foi feita por teste t de Student com p
< 0,05. * = comparacdo entre os grupos tratados (n=6) e o grupo controle (n=6). FLA, =
adi¢ao de fosfolipase A, na dose de 10ug.
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Figura 16. Efeitos renais promovidos pela fosfolipase A, isolada do veneno da serpente
Crotalus durissus terrificus no percentual de transporte tubular total de cloreto (% TCI').
Os dados sao expressos por média = E.P.M. compilados em quatro periodos de 30 minutos
(30, 60, 90 e 120 minutos). A analise estatistica foi feita por teste t de Student com p<0,05. *
= comparagdo entre os grupos tratados (n=6) e o grupo controle (n=6). FLA, = adi¢do de
fosfolipase A,, na dose de 10ug.

Tabela 03. Efeitos da fosfolipase A, isolada do veneno da serpente Crotalus durissus
terrificus sobre os percentuais de transportes proximais de eletrolitos

Parimetros Renais 30 min 60 min 90 min 120 min

%pTNa’

Controle 7999+ 1,83 7813+ 1,65 71,76 £ 1,99 79,27+ 239
FLA, 80,79+ 3,91 68,13+ 7,38 62,97+ 9 44* 75,20+ 548

% pTK"

Corigals 66,64+3,08  6661+3,35 67,07+3,76 69,85+ 3,96
FLA. 6475+ 917 4191+ 14,36* 39,58 +11,56* 58,97+ 8,83

2

% pT'Cl’

Controle 7937+1,57 80,3+ 2,67 78,94+0.5 78,27+ 3,39
FLA, 75,08 £6,0 63,66+ 11,26* 5491+ 13,23* 72,56+ 8,71

Os dados sdo expressos por média = E.P.M. compilados em quatro periodos de 30 minutos (30,
60, 90 e 120 minutos). A analise estatistica foi feita por teste t de Student com *p < 0,05 em
relagdo ao respectivo grupo controle.
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Tabela 04. Efeitos da fosfolipase A, isolada do veneno da serpente Crotalus durissus
terrificus sobre o clearance osmotico (Cosm)

Tempo (min) Controle FLA,
30 0,15+0,02 0,14 £ 0,04
60 0,14+ 0,02 0,17 £ 0,06
90 0,16 £ 0,01 0,20 £ 0,06
120 0,15+0,02 0,24 £ 0,08

Os dados sdo expressos por média + E.P.M. compilados em quatro periodos de 30 minutos (30,

60, 90 ¢ 120 minutos). Cosm = mL.g".min™".

4.2. Analise Histologica

Na analise histologica dos rins perfundidos com fosfolipase A; isolada do veneno
da Crotalus durissus terrificus foi observada a presenca de quantidade moderada de material
proteindceo nos tubulos renais (Figura 18). No entanto, os glomérulos, vasos e intersticio
apresentaram aspectos normais. Nao foram observadas altera¢des nos rins contralaterais (rins

controle, Figura 17).

Figura 17. Andlise histologica do rim do grupo controle

(aumento de 400x; coloracdo H.E.).
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Figura 18. Analise histologica de rim perfundido com fosfolipase A, isolada do veneno da C. d.
terrificus revelando a presenga de quantidade moderada de material proteinaceo nos tabulos renais

(setas) e glomérulo normal (seta tracejada) (aumento de 400x; coloragéo H.E.).

4.3. Mensuracao da liberacio da lactato desidrogenase (LDH)

A habilidade das fosfolipases A, (FLA;) isoladas a partir de pancreas de porco
(PP-FLA;) ou do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus (VS-FLA;) de produzir
injaria celular foi investigada através da mensuragdo da lactato desidrogenase (LDH) liberada

a partir de suspensdes de tubulos proximais.

Foi observado que ambas FLAj;s induziram aumentos dose-dependentes na

liberagcdo de LDH com valores marcantes para a FLA, crotalica (Figuras 19 e 20).

O percentual basal de LDH liberado foi de 5,4 + 0,89% e para 28, 100 ¢ 150U/mL de
PP-FLA; houve um aumento na liberagdo de LDH tubular de 14,5 + 3,6%, 21,2 + 3,6% e 23,1
+ 7,4%, respectivamente, enquanto os valores para 7, 14 e 28U/mL de VS-FLA, foram 27,8 +
5,8%, 40,3 £ 8,9% e 48,5 + 11,48%, respectivamente (Figuras 19 e 20).
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Fig.19. Niveis de LDH em tibulos proximais isolados tratados com concentracdes diferentes de
fosfolipase A, pancreatica (P-FLA,: 28U/mL, 100U/mL e 150U/mL; N=4, *: P < 0,05 vs.
Controle).
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Fig.20. Niveis de LDH em tubulos proximais isolados tratados com concentragdes diferentes de
fosfolipase A, crotalica (VS-FLA,; Crotalus durissus terrificus: 7U/mL, 14U/mL e 28U/mL; N=4,
*: P < 0,05 vs. Controle).
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4.4. Mensuracao dos niveis de ATP

Ambas fosfolipases A, pancredtica e crotalica induziram um decréscimo no
conteudo celular de ATP, apesar de ndo ser um efeito estatisticamente significante (Figuras 21

e22).
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28 PFLA2 100 PFLA2 150 PFLA2

Fig.21. Contetido celular de ATP de Tubulos Proximais Tratados com fosfolipase A, pancreatica
(P-FLA;: 28U/mL, 100U/mL e 150U/mL; N=4).
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Fig.22. Contetido celular de ATP de Tubulos Proximais Tratados com fosfolipase A, isolada da
Crotalus durissus terrificus (VS-FLA,: 70/mL, 14U/mL e 28U/mL; N=4).
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4.5. Ensaio de Acidos Graxos Nio-Esterificados (AGNE)

Ambas fosfolipases A, pancredtica e crotalica induziram aumentos nos niveis de
AGNE (pug de AGNE/ mg de proteina tubular), sendo o maior incremento produzido pela VS-
FLA, (Figuras 23 e 24). A FLA; pancreética produziu um aumento significante nos niveis de
AGNE da fracdo sobrenadante somente nas concentragdes de 100U/mL e 150U/mL (Figura
23).

Foi observado que os niveis de AGNE do sedimento foram maiores do que os do
sobrenadante para ambas FLAjs, sendo um efeito dose-dependente aquele induzido pela

enzima crotalica (Figura 24).

Os valores de AGNE totais apresentaram-se também elevados para os grupos

tratados com as fosfolipases pancreética e crotélica (Figuras 25 e 26).
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Fig.23. Niveis de AGNE em tubulos proximais isolados tratados com concentracdes diferentes de
fosfolipase A, pancreatica (P-FLA,: 28U/mL, 100U/mL e 150U/mL). S-AGNE= AGNE do
sobrenadante; P~-AGNE= AGNE do sedimento (pellet). Os valores sio uma média em pg/mg de

proteina. N=4, *: P < (0.05 vs. controle.
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Fig.24. Niveis de AGNE em tubulos proximais isolados tratados com concentracdes diferentes de
fosfolipase A, crotalica (VS-FLA,; Crotalus durissus terrificus: 7U/mL, 14U/mL and 28U/mL). S-
AGNE= AGNE do sobrenadante; P-AGNE= AGNE do sedimento (pellet). Os valores sio uma

média em pg/mg de proteina. N=4, *: P < (.05 vs. controle.
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Fig.25. Niveis de AGNE totais em tubulos proximais isolados tratados com concentracdes
diferentes de fosfolipase A, pancreatica (PFLA,: 28U/mL, 100U/mL e 150U/mL). Os valores sao

uma média em pg/mg de proteina. N=4, *: P < 0,05 vs controle.
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Fig.26. Niveis de AGNE totais em tabulos proximais isolados tratados com concentracdes
diferentes de fosfolipase A, crotalica (VSFLA,; Crotalus durissus terrificus: 7U/mL, 14U/mL and
28U/mL). Os valores sdo uma média em pg/mg de proteina. N=4, *: P < 0,05 vs controle.

4.6. Fluorescéncia JC-1

A FLA, pancreatica nao produziu efeitos no potencial de membrana mitocondrial
(A¥m) avaliado pela captacdo do JC-1 com as concentragdes mais elevadas apesar de ter
induzido um aumento inesperado no grupo tratado com a menor concentra¢do, 28U/mL
(Figura 27). As concentragcdes mais elevadas da FLA, crotélica, entretanto, induziram um

decréscimo na captacao do JC-1 o que poderia refletir um decréscimo no AWm (Figura 28).

A razdo da fluorescéncia JC-1 aos 60 min para as concentragdes de 14 ¢ de 28
U/mL de VS-FLA; (4,3 £ 1,3 ¢ 3,9 £ 1,0, respectivamente) foram distintamente menores do
que aquelas dos tubulos desenergizados com FLA; pancreatica nas concentragdes de 100 e de
150U/mL (11,4 £ 1,0 e 11,3 &+ 1,5, respectivamente) os quais apresentaram valores proximos

ao do grupo controle (8,3 + 0,5, Figuras 27 e 28).
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Fig.27. Captacio de JC-1 em células intactas de tibulos proximais isolados tratados com
concentracdes diferentes de fosfolipase A, pancreatica (PFLA,: 28U/mL, 100U/mL e 150U/mL)
sob condi¢des normoxicas. N=4, *: P < (.05 vs. controle.
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Fig.28. Captacdao de JC-1 em células intactas de tiubulos proximais isolados tratados com
concentracoes diferentes de fosfolipase A, crotalica (VSFLA,; Crotalus durissus terrificus:
7U/mL, 14U/mL and 28U/mL) sob condi¢des normoxicas. N=4, *: P < (.05 vs. controle.



70

4.7. Captacao de Safranina O

A Figura 29A mostra os efeitos da FLLA, pancreatica sobre o AYm mensurado
através da captagao de safranina O. Este parametro apresentou um decréscimo marcante em
relacdo ao controle. Foi observado que o decréscimo no A¥m induzido pela FLA, pancreética
foi revertido pela adigdo de BSA, utilizada para remog¢ao de acidos graxos da suspensdo de
tubulos proximais (Figura 29B). Os maiores efeitos foram observados com a FLA,; crotélica

que apresentou um padrao dose-dependente (Figuras 30A e 30B).
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Fig.29. Decréscimo na captacio de safranina O induzido pela fosfolipase A, pancreitica.

Tracados representativos da fluorescéncia da captacdo de safranina O pelas mitocondrias em

tubulos permeabilizados tratados com fosfolipase A, pancreitica (P-FLA,: 28U/mL, 100U/mL e

150U/mL. A. Suspensao de tubulos proximais (STP) suplementados com succinato. B. STP

suplementados com succinato mais adicio de Albumina Bovina (BSA) no tempo 0 (zero).
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Fig.30. Decréscimo na captagio de safranina O induzido pela fosfolipase A, crotalica. Tracados

representativos da fluorescéncia da captacdo de safranina O pelas mitocondrias em tiabulos

permeabilizados tratados com fosfolipase A, crotalica (VS-FLA,; Crotalus durissus terrificus:

7U/mL, 14U/mL and 28U/mL). A. Suspensio de tibulos proximais (STP) suplementados com

succinato. B. STP suplementados com succinato mais adicido de Albumina Bovina (BSA) no

tempo 0 (zero).
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A Figura 31A mostra que a energizacao auxiliada por glutamato-malato foi menos
afetada do que aquela auxiliada por succinato na auséncia de BSA. Esse efeito foi
parcialmente revertido pela adicdo de BSA para o grupo tratado com 150U/mL de FLA,

pancredtica (Figura 31B), apesar de ndo ser tanto quanto com o succinato (Figura 29B).

A adi¢do de BSA reverteu completamente o decréscimo no A¥Ym para o grupo de
28U/mL FLA, crotalica (Figura 32B). O grupo tratado com a FLA, crotilica também
apresentou um A¥Ym diminuido tendo este efeito atingido os valores mais elevados quando

comparados com os da fosfolipase A, pancreatica (Figuras 31A e 31B).



Fluorescéncia

A

240000
220000
200000
180000
160000
140000
120000

100000

240000 -,
220000

200000 - -

Fluorescéncia

74

Controle
= 28P-FLA2
150P- FLA2

180000 -

100 200 300 400

Tempo (segundos)

Controle + BSA
e 28P - FLA2 + BSA

160000 - a

140000 - 150P- FLA2 + BSA

120000 -

100000 T . . .

0] 100 200 300 400

Tempo (segundos)

Fig.31. Decréscimo na captacio de safranina O induzido pela fosfolipase A, pancreatica.

Tracados representativos da fluorescéncia da captacdo de safranina O pelas mitocondrias em

tibulos permeabilizados tratados com fosfolipase A, pancreatica (P-FLA,: 28U/mL e 150U/mL.

A. Suspensio de tubulos proximais (STP) suplementados com glutamato+malato. B. STP

suplementados com glutamato+malato mais adicio de Albumina Bovina (BSA) no tempo 0

(zero).
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Fig.32. Decréscimo na captacio de safranina O induzido pela fosfolipase A, crotalica. Tracados
representativos da fluorescéncia da captacdo de safranina O pelas mitocondrias em tibulos
permeabilizados tratados com fosfolipase A, crotalica (VS-FLA,; Crotalus durissus terrificus:
7U/mL e 28U/mL). A. Suspensio de tubulos proximais (STP) suplementados com
glutamato+malato. B. STP suplementados com glutamato+malato mais adicio de Albumina

Bovina (BSA) no tempo 0 (zero).
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4.8. Estudo da permeabilidade mitocondrial de transicao (PMT)

A ocorréncia de permeabilidade mitocondrial de transicdo (PMT) em suspensdes
de tabulos proximais (TP) foi avaliada pela liberagdo do marcador safranina O previamente
captados pelas mitocondrias da preparagdo. De forma concomitante, pode-se mensurar a
formag¢do de PMT através da diminuicdo da absorbancia da suspensdo resultante do edema

mitocondrial.

Foi observado no grupo PMT que a adi¢do de 30uM de célcio induziu a formagao
do poro de permeabilidade mitocondrial de transi¢do, indicada pela diminui¢do na captagao da
safranina O, ou seja, colapso do potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) e pela
diminuicdo da absorbancia da suspensao de TP (Figuras 33 e 36, respectivamente). O PMT
induzido por célcio foi bloqueado adicdo de albumina bovina (BSA), ciclosporina A (CsA),
adenosina difosfato (ADP) e o magnésio (Mg”"). Apesar da BSA per se nio ter melhorado a
dissipagao do A¥Ym induzida pelo calcio, a sua utilizagdo aumentou o efeito subseqiiente a

adi¢do da combinagdo de ADP/CsA/Mg”" (Figura 33).

No grupo controle (sem Ca?) foi observado que a adi¢do solucdo tampdo aos 500

segundos ndo promoveu alteragdes no A¥m ou no volume mitocondrial (Figuras 33 e 37).

A Figura 34 mostra os perfis da captacdo de safranina O em suspensdes de TP
suplementadas com 10puM de Ca®". Foi observado que a adigdo de 45U/mL de fosfolipase A,
pancreatica (grupo P-FLA;) aos 500 segundos promoveu a liberagdo da safranina O, sendo
esta revertida pela adigdo de albumina bovina (BSA) e de inibidores de PMT (CsA, ADP e
Mg*") aos 1000 e 1250 segundos, respectivamente. Por entanto, a fosfolipase A, pancreatica
foi capaz de induzir a formagdo de PMT, apesar da pequena diminui¢do da absorbancia da

suspensdo, ou seja, ocorréncia de leve edema mitocondrial (Figura 38).

De maneira semelhante, a adicdo de 4U/mL de FLA, isolada de veneno da
serpente Crotalus durissus terrificus (VS-FLA,) promoveu a permeabilidade mitocondrial de
transi¢do, sendo este efeito também bloqueado pela adicdo subseqiiente de BSA e da
combinagio de CsA, ADP ¢ Mg®" aos 1000 e 1250 segundos, respectivamente (Figura 34).
Entretanto, ndo ocorreu alteracdo significativa na absorbancia relativa ao volume mitocondrial

apos adicao da FLA, crotalica (Figura 39).
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No grupo controle, que s6 recebeu a adi¢do de 10uM de Ca®" aos 500 segundos,
foi observado que a captagao de safranina O ndo modificada e a absorbancia da suspensao de
TP ndo foram modificadas, o que sugere que o potencial de membrana mitocondrial ndo foi

afetado pela adi¢@o desse ion na referida dose (Figuras 34 e 40, respectivamente).

Na Figura 35 observa-se a comparagdo dos efeitos da adi¢cdo de 45U/mL de
fosfolipase A, pancreatica na presenga e na auséncia de 10uM de Ca>". Neste ultimo caso,
houve uma pequena diminui¢ao no efeito maximo sobre a captacao da safranina, apesar dos

efeitos protetores da BSA e da combinagio de CsA, ADP ¢ Mg? terem sido muito maiores.
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Figura 33. Expressdo da permeabilidade mitocondrial de transicio (PMT) em suspensoes de
tibulos proximais induzida por calcio. Todas as suspensdes de tibulos proximais (TP) continham
digitonina, succinato, safranina O, solugdo tampao intracelular (TIC) e 40uM EGTA. O grupo controle
(tragado azul) mostra que a adi¢do de TIC, aos 500seg, ndo altera a captagdo de safranina O. O grupo
PMT (tragado vermelho) mostra a ocorréncia de PMT aos 500seg, apos adi¢do de 30uM de Ca®’,
sendo modulada pela adigdo de albumina bovina (BSA) aos 1000seg e bloqueada pela adicdo de
inibidores de PMT, ciclosporina A (CsA), adenina difosfato (ADP) e magnésio (Mg*") aos 1250 seg.
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Figura 34. Alteracio do potencial de membrana mitocondrial induzida por fosfolipases A,
pancreatica e crotdlica em suspensées de tubulos proximais. Todas as suspensdes de tubulos
proximais (TP) continham digitonina, succinato, safranina O, solu¢do tampao intracelular (TIC) e
40uM EGTA. O grupo P-FLA, (tragado vermelho) mostra a que a adi¢do de 45U/mL de fosfolipase
A, pancredtica altera a captacdo de safranina sendo modulada pela adicdo de albumina bovina (BSA)
aos 1000seg e bloqueada pela adi¢do de inibidores de ciclosporina A (CsA), adenina difosfato (ADP) e
magnésio (Mg>") aos 1250 seg. O tragado verde mostra que adicdo de 4U/mL de FLA, isolada de
veneno da serpente C. d. terrificus. (VS-FLA,) também alterou o potencial de membrana mitocondrial
e que a adigdo de BSA e da combinagio de CsA, ADP e Mg®" aos 1000 e 1250 seg, respectivamente,
também promoveu efeitos protetores. O grupo controle (tragado azul) mostra que a adi¢do de 10uM
Ca™", aos 500seg, ndo altera a captagdo de safranina O.
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Figura 35. Alteracio do potencial de membrana mitocondrial induzida por fosfolipases A,
pancreatica na presenca e na auséncia de calcio. Todas as suspensdes de tubulos proximais (TP)
continham digitonina, succinato, safranina O, solu¢do tampao intracelular (TIC) e 40uM EGTA. O
grupo P-FLA, (tracado verde) mostra a que a adigdo de 45U/mL de fosfolipase A, pancreatica, na
presenca de calcio, altera a captacdo de safranina sendo modulada pela adi¢ao de albumina bovina
(BSA) aos 1000seg e bloqueada pela adigdo de inibidores de ciclosporina A (CsA), adenina difosfato
(ADP) e magnésio (Mg>") aos 1250 seg. O tracado azul a FLA, pancreatica, na auséncia de Ca®",
também alterou o potencial de membrana mitocondrial sendo que a adicdo de BSA e da combinagdo
de CsA, ADP ¢ Mg”" aos 1000 e 1250 seg, respectivamente, promoveram efeitos protetores mais

pronunciados.
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Figura 36. Perfil da aborbancia em suspensio de tiubulos proximais na presenca do poro de
permeabilidade mitocondrial de transicdo. Observa-se a diminuigdo da absorbancia do marcador
safranina O, ou seja, formacdo do PMT, apds adigdo de 30uM de calcio aos 500 segundos. Apesar da
adi¢do de albumina bovina (BSA), aos 800 segundos, ndo bloquear o PMT, a sua utilizacdo aumenta o
efeito subseqiiente a adicdo da combinacdo de ciclosporina A (CsA), adenosina difosfato (ADP) e
magnésio (Mg”") aos 1050 segundos.
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Figura 37. Perfil da aborbincia em suspensdo de tiibulos proximais na auséncia do poro de
permeabilidade mitocondrial de transicdo. Observa-se a absorbancia do marcador safranina O nao
¢ alterada apds adicdo da solugdo tampao intracelular (veiculo) aos 500 segundos.
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Figura 38. Perfil da aborbancia em suspensao de tibulos proximais apos adicio de fosfolipase A,
isolada de pancreas de porco. Observa-se a absorbancia do marcador safranina O em presenga de
10uM de calcio, ndo ¢ alterada, significativamente, ap6s adicao e 45U/mL de fosfolipase A, isolada de
pancreas de porco (P-FLA,) aos 500 segundos. A adicdo de albumina bovina (BSA), aos 1000
segundos, e da combinacio de ciclosporina A (CsA), adenosina difosfato (ADP) e magnésio (Mg”"),
aos 1250 segundos, também ndo promoveu alteragdes significativas.
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Figura 39. Perfil da aborbancia em suspensao de tabulos proximais apos adicio de fosfolipase A,
isolada do veneno da Crotalus durissus terrificus. Observa-se a absorbancia do marcador safranina
O em presenca de 10uM de calcio, nao ¢ alterada de forma significativa, apos adi¢do e 4U/mL de
fosfolipase A, isolada do veneno da C. d. terrificus (VS-FLA,) aos 500 segundos. A adi¢do de
albumina bovina (BSA), aos 1000 segundos, ¢ da combinacdo de ciclosporina A (CsA), adenosina
difosfato (ADP) e magnésio (Mg®), aos 1250 segundos, também ndo promoveu alteragdes
significativas.
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Figura 40. Auséncia do poro de permeabilidade mitocondrial de transicio em suspensio de
tubulos proximais tratada com calcio. Observa-se a absorbancia do marcador safranina O ndo ¢

alterada ap6s adi¢ao 10uM de calcio aos 500 segundos.
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Quadro 01. Resumo dos Efeitos Biologicos da Fosfolipase A, Isolada do Veneno de
Crotalus durissus terrificus em Rim Isolado de Rato

Parametros Funcionais Efeitos observados Achados Histopatologicos

PP

%

RVR

FU
%TNa" Material proteinaceo no
%TK" espaco urinario e nos
%TCI tubulos

+
%pTNa

%pTK"

e R R R e

%pTCI

Cosm -

Quadro 02. Resumo dos Efeitos Biologicos Observados em Tiubulos Proximais Isolados
de Coelho

Parametros Funcionais FLA, FLA,
(Crotalus durissus terrificus) Pancreatica
LDH ™ T
AGNE ™ T
ATP - -

A¥m W {
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4. DISCUSSAO

Diversos achados clinicos e experimentais tém evidenciado a a¢do nefrotoxica do
veneno crotalico (Amaral et al., 1986; Martins et al., 1998, 2002, 2003; Monteiro et al., 2001;
Ribeiro, et al.,1998), sendo extremamente elevada a prevaléncia de insuficiéncia renal aguda

em vitimas de envenenamentos por cascavéis (Pinho et al., 2005).

Apesar dos avangos significativos no entendimento da patogénese da insuficiéncia
renal aguda (Dagher et al., 2003; Schrier et al., 2004), pouco ainda é conhecido acerca dos

mecanismos de nefrotoxicidade dos venenos ofidicos.

Sabe-se que, em rim isolado de rato, os venenos brutos das serpentes Crotalus
durissus cascavella e Crotalus durissus terrificus e as fragdes crotoxinas destes produzem
atividades bioldgicas semelhantes, aumentando o fluxo urinario e reduzindo o transporte de
sodio, enquanto o ritmo de filtragdo glomerular ¢ modificado de maneira oposta pelos
referidos venenos brutos, mostrando-se reduzido, no primeiro caso, e elevado, no segundo

(Quadros 03 e 04).

Por sua vez, redu¢des no ritmo de filtragdo glomerular assim como no transporte
tubular de potassio sdo as principais altera¢des renais induzidas tanto pelo veneno bruto da

C.d. collilineatus quanto por suas fragdes crotoxina e fosfolipase As.

Quadro 03. Efeitos biolégicos de venenos brutos das serpentes Crotalus durissus sp

em rim isolado de rato

Substancia Efeitos renais Referéncia
Vasoconstri¢ao
C. d. cascavella Martins et al., (1998)
TFU IRFG

! Transportes de Na*
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C. d. terrificus Monteiro et al., (2001)

TFU TRFG

| Transporte de Na+

C. d. collilineatus Vasodilatagéo Amora et al., (20006)

lFU |RFG

Nota: FU - fluxo urinario € RFG - ritmo de filtracdo glomerular.

Quadro 04. Efeitos biolégicos de crotoxinas das serpentes Crotalus durissus sp em rim
isolado de rato

Substancia Efeitos renais Referéncia

Crotoxina Vasoconstrigao Martins et al., (2002)
(C. d. cascavella)

TFU TRFG

| Transportes de Na*, K+e CI-

Crotoxina Monteiro et al., (2001)

(C. d. terrificus)

TFU TRFG
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| Transporte de Na+

Crotoxina Amora et al., (20006)
(C. d. collilineatus) IRFG

| Transportes de K+ e CI-

Nota: FU - fluxo urinario e RFG - ritmo de filtragdo glomerular.

No presente trabalho, realizou-se o estudo dos efeitos biologicos da fosfolipase A,
do veneno da C. d. terrificus em rim isolado de rato e em suspensdo de tubulos proximais
renais de coelho como uma estratégia para elucidar o mecanismo de agdo nefrotoxica induzida

por essa toxina.

Em rins isolados as principais alteragdes funcionais induzidas pela fosfolipase

A,mostraram foram vasoconstri¢cao renal, diurese e diminuig¢do dos transportes de eletrélitos.

Levando-se em consideragdo os relatos de uma possivel participagdo de
mediadores inflamatorios na injiria celular produzida pelas fosfolipases A, secretorias
provenientes de venenos de serpentes (Han et al., 1999; Landucci et al., 2000; Rangel-Santos
et al., 2004), ¢ possivel sugerir que o decréscimo no transporte de potassio seja uma
conseqiiéncia da diminui¢cdo no transporte de s6dio o que resultaria em grande aporte deste
ion para o néfron distal e, subseqlientemente, em inducdo da secrecao de potassio, levando a

caliurese (Fonteles et al.,1998).

Outra possibilidade seria um efeito especifico da fosfolipase A,, ou de seus
metabolitos, sobre canais de potassio ou sobre enzimas envolvidas na regulagdo desse ion.
Tal suposicao ¢ baseada em relatos de que produtos do metabolismo do acido araquidonico,
via citocromo P450, bloqueiam o canal de potdssio da membrana apical da alca de Henle
(Sacerdoti et al., 2003) assim como inibem a enzima H'-K'-ATPase, encontrada nas células

tubulares e envolvida na reabsorgdo de potassio (Beltowski et al., 2003).
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Nos rins, os metabodlitos do citocromo P450 tém importantes fungdes
fisiopatologicas ao modular o transporte de ions, o tonus e a reatividade vasculares em

respostas inflamatorias (Gu & Wang, 2002; Natarajan & Reddy, 2003).

Além disso, nos microvasos, glomérulos, tibulos proximais e ramo ascendente
espesso da alca de Henle, o acido araquidonico ¢ primariamente convertido a 20-HETE, um
metabolito que recentemente adquiriu o status de principal eicosanodide renal (Imig &
Navar,1996; Ogungbade et al., 2003; Oyekan et al.,1999; Roman, 2002; Sacerdoti et al.,
2003).

Por fim, pode-se postular que 4cidos graxos livres, reconhecidamente citotdxicos,
poderiam atuar diretamente sobre as estruturas renais. Eles seriam produzidos a partir da

atividade hidrolitica da fosfolipase A,.

Os estudos mais recentes tém fornecido fortes indicios da participagdo direta dos
acidos graxos na progressdo de injuria celular, na alteragdo da fun¢do mitocondrial e das
estruturas das membranas ¢ na ativagao de vias apoptoticas (Feldkamp et al., 2006; Petronilli

etal., 2001; Penzo et al., 2004).

No entanto, a necessidade ou ndo de metabolizacdo dos acidos graxos livres,
como o acido araquiddnico, em eicosandides para o surgimento de seus efeitos citotoxicos, €

uma questao a ser elucidada.

Através da andlise histologica de rins perfundidos com fosfolipase A, foi

observada a presen¢a de quantidade moderada de material proteinaceo nos tibulos renais.

Essas alteracoes histopatologicas foram condizentes com as demais modificagdes
funcionais renais observadas, especialmente se levadas em consideracdo a presenga de
vacuolos e de massas proteinaceas nos tubulos, sinais comuns de injuria e disfun¢do renais

(Boer-Lima et al., 1999; Cruz-Héfling et al., 2001).

Através da comparacao dos presentes resultados com os da enzima fosfolipase A,
isolada da C. d. collilineatus (Amora et al., 2006; ver Anexo C) foi observado que a
diminui¢do no transporte de potassio foi o unico parametro renal modificado de forma

semelhante por ambas toxinas.
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Diferencas na atividade bioldgica de venenos brutos de subespécies crotalicas
assim como das fragdes crotoxinas destes ja foram observadas (Santoro et al., 1999; Camara

et al., 2003; Rangel-Santos et al., 2004).

Foi observado, por exemplo, que tanto o veneno bruto quanto a crotoxina da C. d.
terrificus apresentaram maior atividade fosfolipasica quando comparados aos das serpentes C.
d. cascavella e C. d. collilineatus. No entanto, a compara¢ao das subunidades fosfolipasicas
de cada crotoxina revelou que a proveniente da C. d. cascavella apresentou a maior atividade

enzimatica (Santoro et al., 1999; Rangel-Santos et al., 2004).

Num estudo sobre permeabilidade microvascular foi observado que o uso de
ciproheptadina, antagonista de receptores histaminicos e serotoninérgicos, reverteu o edema
induzido apenas pela fosfolipase A, da C. d. cascavella, sendo ineficaz para as enzimas da C.

d. collilineatus e da C. d. terrificus (Camara et al., 2003).

Uma possivel explicagdo para essas diferengas seria a existéncia de sinergismo ou
de antagonismo do efeito de alguns componentes do veneno bruto, enquanto que as diferencas
nas atividades biologicas das crotoxinas poderiam estar relacionadas a existéncia de isoformas
das subunidades fosfolipasicas dessa proteina (Santoro et al., 1999; Faure et al., 2003;
Rangel-Santos et al., 2004).

Neste presente trabalho foram estudados ainda os efeitos das fosfolipases A,
isoladas de pancreas de porco ¢ do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus sobre a
funcdo mitocondrial assim como a citotoxicidade induzida por tais substincias em

preparacgdes de tubulos proximais renais isolados.

Foi observado que ambas fosfolipases A, produziram aumentos na liberagdo de
lactato desidrogenase, elevaram os niveis de acidos graxos ndo esterificados e promoveram
decréscimos na energizagdo mitocondrial sem, no entanto, afetar os niveis de ATP celulares.
A partir dos dados obtidos, sugere-se que os metabodlitos da fosfolipase A, tais como acidos

graxos ndo esterificados podem ter uma participagdo nos efeitos deletérios observados.

Normalmente as células mantém niveis muito baixos de 4cidos graxos livres a
partir da degradacdo oxidativa ou da conversdo a outros metabdlitos da ciclooxigenase ou da
lipooxigenase e através da reacilagdo de intermediarios lipidicos para formar trigliceridios ou
fosfolipidios de membrana (Zager et al., 1996). A maior parte do acido araquidonico, por

exemplo, ¢ encontrado nas células na forma esterificada (Pompéia, 2002).
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Entre os diversos efeitos bioldgicos dos acidos graxos descritos tem-se: (1)
modifica¢ao da fluidez das membranas com possiveis implicagdes na atividade de proteinas
presentes nessas estruturas celulares, como os receptores celulares, canais idnicos e proteinas
que participagdo da transducdo de sinais; (2) modulacdo das vias de transducdo de sinais; (3)
regulacdo das concentracdes intracelulares de calcio; (4) metabolismo celular, como no caso
das enzimas-chave do metabolismo de glicose que sdo intensamente afetadas pelas dietas
ricas em acidos graxos poliinsaturados; (5) despolarizagdo e desacoplamento mitocondriais e
(6) regulacdo direta e indireta da transcricdo génica, sendo a ligacdo dos acidos graxos aos
receptores ativados por proliferadores de peroxissomos, um exemplo do primeiro caso

(Portilla et al., 1994; Pompéia & Curi, 2002; Li et al., 2004; Maia et al., 2006).

Os acidos graxos regulam as concentragdes intracelulares de calcio através da
liberacdo deste a partir do reticulo endoplasmatico e das mitocondrias. Por outro lado,
elevadas concentragdes citoplasmaticas de calcio podem ser diminuidas por dcidos graxos que
sdo capazes de estimular a extrusio de célcio via ativagio de Ca’’-ATPase da membrana

plasmatica (Pompéia & Curi, 2002).

Os efeitos deletérios dos acidos graxos sobre as mitocondrias sdo conhecidos ha
mais de 50 anos, no entanto, apenas nos ultimos 15 anos tém sido estabelecidos os diversos

mecanismos pelos esses metabolitos atuam (Wojtczak, 1976; Feldkamp et al., 2006).

Os acidos graxos ndo esterificados tém sido implicados no comprometimento da
fun¢do mitocondrial que ocorre durante isquemia renal, provavelmente por interferirem com
transportadores de anions da membrana mitocondrial tais como a translocase de nucleotidios
de adenina ou as proteinas desacopladoras (Feldkamp et al., 2006). De acordo com esses
autores, os acidos graxos atravessariam a membrana mitocondrial interna através de
carreadores anidnicos causando um distirbio no gradiente eletroquimico das mitocondrias
com resultante dissipagdo do potencial de membrana, essencial para a fungdo dessas

organelas.

Além disso, durante as injurias renais agudas isquémica e nefrotdxica, os defeitos
na B-oxidagdo de acidos graxos que ocorrem tanto em mitocondrias quanto em peroxissomos

persistem por periodos prolongados (Portilla et al., 1994).
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Aumentos no conteudo de acidos graxos livres em resposta a adi¢ao de fosfolipase
A, foram previamente observados em suspensdo de tibulos proximais normais (Humes et al.,

1989; Zager et al., 1993, 1996, 1999).

Sabe-se ainda que incrementos marcantes no conteudo de acidos graxos podem
ocorrer, em parte, como resultado do ataque a membrana mediado por fosfolipase A, (Zager
et al., 1993). Considerando-se o possivel comprometimento da integridade celular decorrente
desse ataque, pode-se sugerir que a atividade fosfolipdsica sobre as membranas celulares

constitui um determinante critico para a injuria celular.

Tem-se sugerido ainda a participacao das fosfolipases A, no processo apoptdtico a
partir das mitocondrias como conseqiiéncia da produgdo de acido araquidonico (Penzo et al.,

2004).

Foram observadas alteracdes caracteristicas de morte celular por apoptose em
linhagem de células CHO-K1 incubadas com veneno bruto da C. d. terrificus (Tamieti et al.,

2007), que possui entre seus principais componentes, a enzima fosfolipase A,.

No presente trabalho foi observado que as fosfolipases A, pancreatica e crotalica
induziram aumentos nos niveis de 4cidos graxos, sendo o maior incremento produzido pela

enzima crotalica,

Como o meio utilizado ndo possuia ligante de 4cidos graxos livres, tais como a
albumina, esperava-se que a maioria deles estivesse associada as células e que fosse
encontrada nos sedimentos. Este foi o caso dos grupos tratados com fosfolipase crotélica,
mas nao para a enzima pancredtica, com a qual foi observado um aumento distribui¢ao
aproximadamente equivalente entre as fragdes de sedimento e de sobrenadante. O motivo de
tal efeito ndo ¢ inteiramente entendido e a interpretacdo dos resultados torna-se complicada

devido as diferen¢as na producao total de acidos graxos observadas entre as duas fosfolipases.

Portanto, ¢ possivel postular que as fosfolipases aqui estudadas podem estar
relacionadas a injaria celular através de distarbio na integridade das membranas, evidenciada
pelo aumento niveis de lactato desidrogenase, assim como através da liberacdo de acidos

graxos livres, agentes reconhecidamente citotoxicos.

Foi observado também que os tibulos proximais tratados com fosfolipases

tiveram apenas um decréscimo minimo no contetdo celular de ATP. Este fato foi inesperado.
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O decréscimo de ATP deveria ocorrer por duas razdes considerando-se a
condig¢des estudadas. Primeiro, as diminuicdes nas energizagdes induzidas pelos acidos graxos
em células intactas deveriam ter comprometido a produgdo de ATP, uma vez que ¢
dependente do potencial de membrana mitocondrial (Cadenas, et al., 2000; Nicholls &
Ferguson, 2002). Segundo, esperava-se que uma vez ocorrido liberagdo de lactato
desidrogenase, a ruptura generalizada do metabolismo celular durante a injaria celular letal
deveria ter impedido a produ¢do mitocondrial de ATP, a Unica fonte de ATP nessas células
ndo-glicoliticas (Balaban & Mandel, 1988; Wirthensohn & Guder, 1986). A razdo para esse

comportamento inesperado do conteudo de ATP nao ¢ clara.

A energizag¢ao mitocondrial foi analisada de duas formas no presente estudo. O
método de fluorescéncia JC-1 foi usado em células intactas e o de recaptacao de safranina O
em células permeabilizadas. Nao foram detectados decréscimos na energizagdo em tubulos
tratados com a fosfolipase pancreatica através do método de JC-1. Na verdade, a menor
concentragdo de enzima pancreatica, a fluorescéncia vermelha do JC-1 foi aumentada. O JC-1
apresentou alteragdes claramente dose-dependentes com a fosfolipase crotalica. Ao contrario
do observado com o método da safranina O que revelou decréscimos na energizagdo com
ambas fosfolipases, o que reflete uma maior sensibilidade a presenca de niveis elevados de

acidos graxos.

Apesar da fosfolipase A, pancredtica também promover um decréscimo marcante
sobre o potencial de membrana mitocondrial, mensurado através da recaptagdo de safranina
O, os maiores efeitos foram observados com a enzima crotalica que apresentou um padrdo

dose-dependente.

Os efeitos das fosfolipases sobre a energizagdo mitocondrial nos estudos com
safranina O foram revertidos pela adi¢do de albumina, indicando que essas modificagdes

ocorreram nas células anteriormente aos efeitos ndo-especificos de dano letal 4 membrana.

Nesse contexto, deve-se notar que os procedimentos de coleta e de lavagem
usados para recuperagdo dos tubulos a partir das suspensdes para as mensuragdes com a
safranina O selecionaram as cé¢lulas intactas. Existe, possivelmente, um componente
especifico de injuria mitocondrial, ja4 que foi mostrada a habilidade da albumina de reverter

completamente tais efeitos.
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Num estudo recente, foi relatado que os efeitos iniciais de acidos graxos sobre as
mitocondrias ndo foram capazes de produzir danos estruturais irreversiveis considerando-se a

reversao desses efeitos apds adi¢do de albumina (Feldkamp et al., 2007).

Tanto a fosfolipase pancredtica quanto a crotdlica tiveram efeitos mais intensos
sobre a energizacdo auxiliada pelo succinato do que aquela com glutamato/malato. Além
disso, a adi¢do de albumina promoveu uma reversdo maior das alteracdes deletérias na
presenca de glutamato/malato. O presente estudo sugere que os substratos utilizados
modularam, diferentemente, a tendéncia dos dacidos graxos de induzir desenergizacio

mitocondrial.

Havia sido previamente relatado que nessas preparacdes de tiibulos proximais, os
substratos do ciclo do acido citrico, tais como succinato ¢ a combinagdo glutamato-malato,
podem melhorar o déficit energético induzido pelos acidos graxos ao limitar o acimulo destes
(Feldkamp et al. 2004). Os autores também correlacionaram os efeitos protetores desses
substratos com a sua habilidade de manter baixos niveis de produ¢@o mitocondrial anaerdbica

de ATP e de energizacao (Feldkamp et al. 2004).

Alteragdes aqui descritas foram semelhantes aquelas observadas num estudo
recente onde células leucémicas K562 incubadas com crotoxina isolada C.d.terrificus
apresentaram aumentos na liberagcdo de lactato desidrogenase e diminui¢ao no potencial de

membrana mitocondrial (Yan et al., 2006).

Tem sido postulada a participagdo da permeabilidade mitocondrial de transi¢do na
morte celular induzida por diversos agentes citotoxicos (Barbosa Jr et al., 2000; Petronilli et

al., 2001; Siemen et al., 2005).

Em condi¢des onde as mitocondrias sdo submetidas ao estresse oxidativo e/ou a
sobrecarga de calcio ocorre abertura de um poro na membrana mitocondrial interna que
destroi a integridade funcional da mitocondria produzindo edema e desacoplamento da
fosforilagdo oxidativa com conseqiiente morte celular (Halestrap, 2005; Petronilli et al., 2001;
Risso et al, 2002). Esse evento de alteragdo momentdnea da permeabilidade da membrana

mitocondrial interna é conhecido como permeabilidade mitocondrial de transicao.

Como conseqiiéncia da permeabilidade mitocondrial de transicdo, fatores

proapoptéticos, como o citocromo C, que estdo normalmente confinados a matriz
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mitocondrial, poderiam ser liberados para o citoplasma ativando assim a via das caspases, na

presenca de ATP (Paul et al., 2008; Petronilli et al., 2001).

No presente trabalho foi observado o colapso do potencial de membrana
mitocondrial resultante da adicdo de calcio, um conhecido indutor de permeabilidade
mitocondrial de transicdo e o caracteristico edema mitocondrial, resultante da formagdo do
poro. Apesar da albumina per se ndo ter melhorado a dissipagdo do potencial de membrana
mitocondrial induzida pelo calcio, a sua utilizacdo facilitou o efeito subseqiiente a adi¢ao da
combina¢do de ciclosporina A, adenosina difosfato e o magnésio, cléssicos inibidores da

formagao do poro.

As fosfolipases A, pancreatica e crotalica também promoveram a formagao de

permeabilidade mitocondrial de transi¢do, com leves efeitos sobre o volume mitocondrial.

Na comparagdo dos efeitos da adicdo de fosfolipase A, pancredtica na presenca e
na auséncia de calcio observou-se que, no segundo caso, houve uma pequena diminui¢cdo no
efeito maximo sobre a captagdo da safranina, apesar dos efeitos protetores da albumina e da

combinagdo de ciclosporina A, adenosina difosfato e o0 magnésio terem sido muito maiores.

Isso sugere que o efeito sobre a energizagdo mitocondrial provavelmente atingiu
um plato e que o efeito deletério da fosfolipase A, pancredtica é potencializado pela adigdo de
calcio, um fator reconhecidamente determinante para a atividade dessa enzima. No grupo
controle, que recebeu somente adi¢ao de calcio, foi observado que a captagao de safranina O e
a absorbancia da suspensdo de tibulos proximais ndo foram modificadas, o que sugere que o

potencial de membrana mitocondrial nao foi afetado por esse ion.

Considerando-se os dados obtidos, pode-se sugerir que a permeabilidade
mitocondrial de transi¢do, um importante evento desencadeador de morte celular, tem
participagdo na citotoxicidade induzida pelas fosfolipases A, aqui estudadas. Ainda no
contexto da indug¢dao de morte celular, um estudo recente relatou a ocorréncia de apoptose em
células tratadas com veneno bruto da C. d. terrificus (Tamieti et al., 2007).

O mecanismo celular pelo qual a fosfolipase A isolada do veneno de Crotalus
durissus terrificus induz nefrotoxicidade no modelo de rim isolado de rato ndo ¢ conhecido.
No entanto, a liberagcdo suprafisiologica de acido graxos livres apds a incubagdo com a

fosfolipase A, crotédlica observada em tibulos proximais isolados permite postular uma
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possivel participacao dos metabdlitos da hidrolise fosfolipidica, em especial os acidos graxos

nao esterificados, como mediadores da citotoxicidade renal promovida por essa toxina.
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6. CONCLUSOES

A partir do presente trabalho conclui-se que os mecanismos de injuria e morte
celulares renais induzidos pela fosfolipase A, isolada do veneno da Crotalus durissus
terrificus sdo complexos e que, possivelmente, envolvem multiplos metabdlitos derivados da

acdo enzimatica dessa toxina.

Além da acdo nefrotdxica direta, revelada tanto pelos achados histopatolégicos
quanto pelas alteracdes dos pardmetros funcionais renais, a enzima fosfolipase A, isolada do
veneno da Crotalus durissus terrificus também promoveu alteragdes na integridade das
membranas plasmaticas e no potencial de membrana mitocondrial de tibulos proximais renais

de coelho, o que pode ter concorrido para os seus efeitos citotoxicos.

As alteracdes marcantes no potencial de membrana mitocondrial induzidas
pelas fosfolipases A, isoladas de pancreas de porco e do veneno da Crotalus durissus
terrificus foram, possivelmente, mediadas por acidos graxos ndo esterificados. A
permeabilidade mitocondrial de transicdo foi um dos possiveis mecanismos da citotoxicidade

induzida pelas fosfolipases A, aqui estudadas.

Apesar da toxicidade induzida por venenos crotalicos ser bem documentada em
diversos sistemas experimentais, com o presente trabalho tem-se, de forma inédita, indicios de
que a disfungdo mitocondrial, mediada por dacidos graxos ndo esterificados, esta
possivelmente relacionada ao efeito nefrotoxico de um dos componentes principais do veneno

crotalico, a fosfolipase A,.

Com os dados aqui obtidos, vislumbra-se uma possivel utilizagdo das toxinas
crotalicas como ferramentas farmacologicas que permitam a elucidacio dos processos
fundamentais envolvidos tanto na injaria celular renal quanto na injaria celular de outros

orgaos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos sobre a disfun¢ao mitocondrial podem auxiliar o desenvolvimento de
farmacos com capacidade de prevenir a morte celular causada por uma variedade de injurias
teciduais tais como aquelas produzidas por toxinas, por isquemia-reperfusdo, entre outras,

assim como o desenvolvimento de substancias com potencial quimioterapico.
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ANEXOS
ANEXO A

¢ Procedimento experimental para determinacdo das concentracdes das
substiancias-teste a serem utilizadas no estudo da permeabilidade mitocondrial de
transicao (Protocolo SAF 215)

v Célcio
Para determinagdo da concentragdo de calcio (Ca2+) capaz de induzir a formagao
da permeabilidade mitocondrial de transicdo (PMT), aliquotas de 3mL de suspensdes de

tubulos proximais (TP) foram realizadas adigdes de 10uM a cada 75segundos cessadas apos a

observagao do aumento maximo da fluorescéncia do marcador safranina O, indicativo de

. . - . . e e e 2+
colapso do potencial de membrana, ou desenergizagdo mitocondrial. A adic¢do inicial de Ca
foi realizada aos 500 segundos (Figura Al).
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v Fosfolipases A, pancreaitica e crotalica

— Adicoes de Ca2+

120

Para determinagdo das concentragdes de fosfolipases A, pancredtica (P-FLA;) e
crotalica (VS-FLA,) capazes de induzir a formacao da PMT, aliquotas de 3mL de suspensdes

de TP foram realizadas adi¢des de 15U/mL de P-FLA; e de 1,5U/mL (5ug/mL) de VS-FLA,,

cessadas apds a observacdo do aumento maximo da fluorescéncia do marcador safranina O,
indicativo de colapso do potencial de membrana, ou seja, desenergizagdo mitocondrial. A
adicdo inicial de fosfolipases foi realizada aos 500 segundos (Figuras A2 e A3).
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ANEXO B

<+ CRONOGRAMA DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS COM TUBULOS
PROXIMALIS ISOLADOS



Experimento Data Experimento
no.
01 14/12/2006 SAF215
02 30/01/2007 SAF215
03 08/02/2007 SAF215b
04 16/02/2007 SAF215¢
05 23/02/2007 SAF 218
06 28/02/2007 SAF 215¢
07 28/03/2007 SAF 218b
08 12/06/2007 SAF 218c¢
09 19/06/2007 SAF 218¢
10 01/08/2007 SAF 218c
11 08/08/2007 SAF 218c¢
12 15/08/2007 SAF 218¢
13 23/08/2007 SAF 218c¢
14 28/08/2007 SAF 218c

ANEXO C
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Quadro 05. Efeitos bioldogicos de venenos brutos e fracoes crotoxina e fosfolipase A, das
serpentes Crotalus durissus brasileiras em rim isolado de rato
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PP Cdica Cdco Cdte %TNa* Cdeca Cdeo Cedte
Veneno bruto T 1 - Veneno bruto 4 - 4
X T - - X il - 3
ALA2 NSA - T FLA2 NA - 4

RVR Cdca Cdco cdre %TK+ Cdca Cdeo cdie
Veneno bruto [F/ 4 NJA Veneno brute NjA - N/A
X T - N/A X ! 4 N/A
AA2 NSA - - ALA2 [T . +
PR cdea Cdco Cote %TCl Cda  Cdeo Cdte
Veneno bruto T 4 T Veneno bnuto MR - Nf&
€T T - T X 3 1 N/A
AA2 NSA - T FLA2 N/A - 4
PRSI e ko ke
Veneno bruto 4 4 1 )

X T 4 T
AA2 NfA 8 T

Nota 1: Cdca- C.d.cascavella; Cdco- C.d.collilineatus; Cdter- C.d.terrificus; PP- pressdo de perfusdo; RVR -
resisténcia vascular renal; FU - fluxo urindrio; RFG - ritmo de filtracdo glomerular; %TNa'- percentual de
transporte de sodio, %TK'- percentual de transporte de potassio e %TCI- percentual de transporte de cloreto;

N/A - nio se aplica, ndo disponivel.

Nota 2: Os dados referentes a fosfolipase A, da serpente Crotalus durissus terrficus foram retirados da presente
tese. Os demais resultados foram compilados de artigos publicados pelos seguintes autores: Martins et al., (1998,

2002), Monteiro et al., (2001) e Amora et al., (2006). Vide Referéncias Bibliograficas.

ANEXO D

+* Resumos e artigos publicados no periodo 2006-2008.
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