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RESUMO

EFEITOS RENAIS E MECANISMOS DE MORTE CELULAR PROMOVIDOS PELO
VENENO DA SERPENTE Bothropoides pauloensis. Departamento de Fisiologia e
farmacologia, Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, Brasil, 2013.

De acordo com o Ministério da Saude do Brasil, as serpentes do género Bothrops séo as
principais envolvidas nos acidentes ofidicos no pais e a insuficiéncia renal aguda (IRA) é uma
complicacdo grave dos envenenamentos por estas serpentes. Neste trabalho, foram
investigados os efeitos renais do veneno total de Bothropoides pauloensis (VBp) em sistema
de rim isolado de rato e em cultura de células tubulares renais da linhagem MDCK (Madin-
Darby Canine Kidney). Para perfusdo de rim isolado foram utilizados ratos Wistar pesando
entre 250 e 300g, cujos rins foram excisados cirurgicamente e perfundidos com solucdo de
Krebs-Henseleit contendo 6%p/v de albumina bovina previamente dialisada. Foram
investigados os efeitos do VBp (3pug/mL e 10 pg/mL; n=6). Verificamos queda na pressao de
perfusdo (PP) na concentracdo de 10ug/mL aos 90 e 120 min. A resisténcia vascular renal
(RVR) também diminuiu na concentracdo de 10ug/mL aos 90 e 120 minutos e na
concentracdo de 3 pg/mL aos 120 min. O fluxo urinério (FU) diminuiu aos 90 e 120 minutos
em ambas as concentracOes, ndo apresentando diferenca significativa entre as concentracoes
no tempo de 120min. O ritmo de filtracdo glomerular (RFG) apresentou uma reducgéo aos 60
minutos em ambas as concentra¢des, mantendo-se diminuida até o final do experimento, ndo
havendo diferenca significativa entre as concentragdes no tempo de 60min. O percentual de
transporte tubular de sédio (% TNA") foi reduzido em ambas as concentragdes nos tempos de
60,90 e 120min, ndo apresentando diferenca significativa entre as concentra¢fes no tempo de
60 min; O transporte tubular de cloreto(%TCI") também foi reduzido aos 60, 90 e 120min. Em
ambas as concentragdes; O transporte tubular de potassio (%TK") diminuiram aos 60, 90 e
120 minutos na concentracdo de 10ug/mL, na concentracdo de 3ug/mL reduziu aos 60
min,retornando a valores proximos ao controle no tempo de 90 e 120min. Ndo havendo
diferenca significativa entre as concentracdes nos tempos de 60 e 90 min. A analise mostrou a
presenca de alteracBes morfologicas significativas, como acumulo de proteinas a nivel
tubular. Na cultura de células MDCK, o VBp foi capaz de diminuir a viabilidade celular
(Clso= 7,5ug/mL). Citometria de fluxo com anexina V e iodeto de propidio mostrou que a
morte celular ocorreu predominantemente por apoptose. Tratamento com VBp (7,5 ug / mL)
levou a despolarizacdo significativa do potencial de membrana mitocondrial. Verificamos a
geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio. A analise morfoldgica das células mostrou
caracteristicas indicativas de apoptose. Esses resultados demonstram que o veneno de B.
pauloensis alterou todos os pardmetros renais avaliados na perfusdo de rim isolado e foi
citotoxico para cultura de células MDCK.

Palavras-chave: Bothropoides pauloensis; Efeitos Renais; Morte Celular.



ABSTRACT

RENAL EFFECTS AND MECHANISMS OF CELL DEATH PROMOTED BY
SNAKE VENOM Bothropoides pauloensis. Department of Physiology and Pharmacology,
Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, Brazil, 2013.

According to the Ministry of Health of Brazil, Bothrops are the main involved in snakebites
in the country and acute kidney injury is a serious complication of poisoning by these snakes.
In this work, we investigated the renal effects of total venom Bothropoidespauloensis (VBP)
in isolated rat kidney system and in cultured renal tubular cell line MDCK (Madin - Darby
Canine Kidney). For perfusion of isolated kidney Wistar rats were used weighing 250- 300g,
whose kidneys were surgically excised and perfused with Krebs- Henseleit solution
containing 6% w/v pre-dialysed bovine serum albumin. The effects of VBp (n = 3ug/mL and
10 mg/mL; n=6) was investigated. Reduction was observedin perfusion pressure (PP) at a
concentration of 10pg/mL at 90 and 120 min. Renal vascular resistance (RVR) also decreased
the concentration of 10ug/mL at 90 and 120 minutes and at a concentration of 3 mg/mL at
120 min. The urinary flow (FU) decreased at 90 and 120 minutes in both concentrations, no
significant difference between the concentrations at the time of 120min. The glomerular
filtration rate (GFR) was reduced to 60 minutes in both concentrations and remained
decreased until the end of the experiment, no significant difference between the
concentrations in the time of 60min. The percentage of tubular sodium transport (%TNA")
was reduced by both concentrations in times of 60, 90 and 120 min, with no significant
difference between the concentrations at time 60 min. The tubular transport of chloride
(%TCI") was also reduced to 60, 90 and 120 min. In both concentrations; the tubular
potassium transport (%TK") decreased at 60, 90 and 120 minutes at a concentration of
10upg/mL in a concentration of 3ug/mL reduced to 60 min, returning to near control at 90 and
120min values. No significant difference between the concentrations in the times of 60 and 90
min. The analysis showed the presence of significant morphological changes such as the
accumulation of proteins plate level in the culture of MDCK cells, the VBP was able to
reduce cell viability (IC50 = 7.5 g/ mL). Flow cytometry with Annexin V and propidium
iodide showed that cell death occurred by apoptosis predominantly. VBP treatment ( 7.5
mg/ml) led to a significant depolarization of the mitochondrial membrane potential. We
verified the generation of Reactive Oxygen Species. Morphological analysis of the cells
showed features indicative of apoptosis. These results demonstrate that the venom of B.
pauloensis altered all renal parameters evaluated in the kidney perfusion was cytotoxic to
isolated and MDCK cell culture.

Keywords: Bothropoides pauloensis; Renal Effects; Cell Death.
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1.INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais e epidemiol6gicos

As serpentes pertencem ao reino Animalia, filo Chordata, classe Reptilia, subclasse
Lepdosaura, ordem Squamata, subordem Serpentes (HICKMAM; ROBERTS e LARSON,
2004). Estdo presentes em praticamente todo o mundo, constituindo o maior nimero de
reptéis viventes, totalizando aproximadamente 3 mil espécies. No Brasil, estdo presentes 75
géneros, agrupados em 10 familias, dessas apenas 2 familias, Viperidae e Elapidae (figura 1),
sdo consideradas peconhentas, ou seja, possuem glandula produtora de veneno e aparelho
inoculador (BERNILS, 2011). A familia Elapidae compreende 55 géneros, entre eles o género
Micrurus, com mais de 50 espécies. A familia Viperidae, composta pelos géneros Bothrops,
Bothropoides, Bothrocophias, Rhinocerophis, Crotalus e Lachesis, representa o mais
importante grupo de serpentes, pois € responsavel pela maioria e mais graves casos de
acidentes ofidicos registrados nos paises da Ameérica, inclusive no Brasil (QUEIROZ et al.,
2008).

Os acidentes ofidicos representam sério problema de salde publica, com especial
importancia nos paises tropicais pela frequéncia com que ocorrem e pela morbi-mortalidade
(como amputacdes, deformacdes e faléncia renal) que ocasionam (GUTIERREZ, 2012). Na
América Central, sdo notificados cerca de 4.000 casos de acidentes ofidicos por ano, sendo a
maior parte destes ocasionados pelas espécies da familia Viperidae (GUTIERREZ, 2011). Na
América do Sul, o Brasil € o pais com maior nimero de acidentes. O Sinan registrou, no ano
de 2012, 25 mil casos de acidentes ofidicos em humanos no Brasil, sendo a familia Viperidae
envolvida em 82,7% dos casos, e a familia Elapidae, em 0,9% (BRASIL, 2012), seguido do
Peru (4.500), Venezuela (2.500 a 3.000), Colémbia (2.675), Equador (1.200 a 1.400) e
Argentina (1.150 a 1.250) (CHIPPAUX, 1998; WARREL, 2004).

No Brasil, as regides Norte, Nordeste e Sudeste possuem a maior incidéncia de
casos, respectivamente 9.191; 8.238 e 6.343. Na regido Nordeste ha predominio dos acidentes
crotalicos e elapidicos (BRASIL, 2012) registrando-se a maior letalidade (0,81%) cerca do
dobro da média nacional (0,45%) (LIRA-DA-SILVA et al., 2009). A sazonalidade dos
acidentes ofidicos é muito variada nestas diferentes regifes. Entretanto, hd uma hipotese
aceita de que o aumento dos casos esteja relacionado ao periodo chuvoso e de altas
temperaturas, em que as espécies residentes proximas as margens de rios se desloquem a

procura de terra firme, facilitando seu contato com o homem (OLIVEIRA et al., 2010).
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No estado do Ceara foram notificados 445 casos envolvendo picadas de serpentes
peconhentas em 2012, tendo sido 68,1% atribuidos aos géneros Bothrops sp. e Bothropoides
sp., 8,3% ao género Crotalus sp., 1,6% ao género Micrurus sp. e 0,9% ao género Lachesis sp
(BRASIL, 2012). Esses dados corroboram com os encontrados por Rocha (2008), que
descreve uma prevaléncia de 74,2%, envolvendo o género Bothrops, principalmente
individuos de 21 a 50 anos Como o0 género Bothropoides sofreu alteragGes taxondmicas nos
altimos anos, os dados incluem também esse género (FENWICK et al., 2009). Entretanto, o
registro € irregular e poucos trabalhos foram publicados relativos a epidemiologia dos
acidentes ofidicos.

Esses dados sobre acidentes por animais peconhentos, no Brasil, sdo coletados através
de sistemas de notificacdo como Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo
(Sinan/MS), Sistema Nacional de Informacgdes Toxico-Farmacologicas (Sinitox/Fiocruz/MS),
Sistema de Informaces Hospitalares do Sistema Unico de Saude/MS e o Sistema de
Informacdes sobre Mortalidade/MS (SIM). Apesar de todos esses sistemas, 0s dados
epidemiologicos disponiveis ndo retratam a real magnitude do problema, provavelmente
devido a subnotificacdo dos casos, tendo em vista, entre outros fatores, as dificuldades de

acesso aos servigos de saude de muitos municipios brasileiros (LEMOS et al., 2009).

1.2 Género Bothrops e Bothropoides

Fenwick et al. (2009) e Bérnils et al. (2010) classificaram as serpentes da familia
Viperidae, mais precisamente o género Bothrops, em 5 géneros Bothrops, Bothropoides,
Rhinocerophis, Bothriopsis e Bothrocophias. Esta classificacdo esta fundamentada em um
conjunto de dados morfologicos e multigénica mitocondrial (andlise comparativa
mitocondrial), que reconhece linhagens evolutivamente, ecologicamente e morfologicamente
distintas como géneros. Além dos dados morfoldgicos e de multigénica mitocondrial, foi
considerada a diversidade nutricional a que cada espécie é submetida, pois influencia na
composicdo da peconha, levando a diversificacdo destes animais. O arranjo taxondmico pode
ter um impacto importante na area médica, no qual a correta identificacdo da espécie
responsavel pelo acidente de uma determinada area € essencial para a producao e uso eficiente
da soroterapia (RODRIGUES et al., 2012).
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Portanto, o género Bothrops estdo incluidas as espécies: Bothrops atrox, Bothrops
brasili, Bothrops jararacussu, Bothrops leucurus, Bothrops marajoensis, Bothrops moojeni e

Bothrops muriciensis ( Sociedade Brasileira de Herpetologia, 2012).

O género Bothropoides (derivado do grego sendo “bothros” e “ops” relacionados ao
pogo facial e “oides” que significa semelhante) inclui as espécies: Bothropoides alcatraz,
Bothropoides diporus, Bothropoides erytromelas, Bothropoides insulares, Bothropoides
jararaca, Bothropoides lutzi, Bothropoides mattogrossensis, Bothropoides neuwiedi,
Bothropoides pauloensis e Bothropoides pubescens. Essa nova classificacdo é aceita e

fornecida pela Sociedade Brasileira de Herpetologia, 2012.

Essas serpentes sdo caracterizadas por possuirem a cauda sem maiores modificagdes,
geralmente com escamas subcaudais em pares, aparelho inoculador tipo solenoglifo, cabeca
triangular e fosseta loreal. Habitam preferencialmente os ambientes Umidos, como matas e
areas cultivadas. Possuem habitos noturnos ou crepusculares, sdo consideradas muito
agressivas e chegam a atacar sem causar ruidos (ALBUQUERQUE, 2004; MELGAVAREJO,
2003).
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Familia Elapidae

ol L A\

Geénero Micrurus sp.

Familia Viperidae

ISR S APRIITT S

Género Bothropoides sp.

Género Lachesis sp. Género Crotalus sp.

Figura 1. Familias de serpentes da Fauna Brasileira com importancia medica.

Fonte: Adaptado de http://www.fiocruz.br.
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1.2.1 Bothropoides pauloensis

A serpente Bothropoides pauloensis conhecida popularmente como jararaca-pintada,
objeto deste estudo, é encontrada na regido sudeste do Brasil, Estado de Séo Paulo, habita
principalmente zonas rurais e periféricas de grandes cidades, preferindo ambientes umidos
como matas e areas cultivadas, além de locais onde haja facilidade para proliferacdo de
roedores (TICLI, 2006).

O veneno da B. pauloensis contém uma variedade de enzimas que inclui proteinases
com atividades hemorragica, metaloproteinase fibrinolitica, fosfolipase A, (FLA;), L-amino
oxidases e uma variedade de peptidios potenciadores da bradicinina que podem contribuir

para as acdes bioldgicas dos venenos. (ABREU et al., 2007).

Figura 2: Bothropoides pauloensis (FONTE: Nogueira, 2003)

O veneno de Bothropoides pauloensis (B. pauloensis), de acordo com isolado até o
momento, tem mostrado uma variedade de fosfolipases, principalmente miotoxicas: BnSP-6
e BnSP-7 (PLA, miotdxica Lys49), Bp-PLA, (PLA, &acida miotoxica Asp49), BnpTX-I e
BnpTX-Il (PLA; basicas miotdxicas Asp49) e Bp-12 (PLA; Lys49), além de outras fracdes
como Bp-LAAO (LAAO), BpSP-1 (serinoprotease trombina-like) e neuwiedase
(metaloprotease) (CASTANHEIRA et al., 2013).
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Rodrigues e colaboradores, (1998) isolaram e caracterizaram as PLA; mitoxicas
BnSP-6 e BnSP-7, mostrando alta similaridade com miotoxinas Lys49 de outros venenos
botropicos. A BnSP-7 apresentou atividades anticoagulante, mionecrosante e edematogénica
(RODRIGUES et al., 1998), bactericida (contra Escherichia coli), bloqueio de contracgao
neuromuscular, ruptura de lipossomas célcio independentes (SOARES et al., 2000), dano
tecidual local e regeneracdo tardia, com aumento de producdo/liberacdo citocinas pro-
inflamatorias, além do aumento da expressdo de metaloproteinases de matriz do tipo 2 e 9
(OLIVEIRA et al., 2009).

BnpTX-I mostrou efeitos neurotdxicos e bactericida (contra E. coli), além de
apresentar atividades anticoagulante, mionecrosante, edematogénica, citotdxicas contra
mioblastos/miotubulos, comuns também para a toxina BnpTX-11 (RODRIGUES et al., 2004).
Em um estudo anterior Borja-Oliveira e colaboradores (2003) haviam mostrado com 0 veneno

total de B. pauloensis um efeito neurotoxico com agao pré-sinaptica.

A Bp-12, PLA, enzimaticamente inativa, apresentou alta homologia com outras
fosfolipases de venenos botropicos contendo lisina na posicdo 49, e foi responsavel tanto
diretamente quanto indiretamente, pelo blogueio na juncdo neuromuscular em preparacdo de
nervo frénico-diafragma (RANDAZZO-MOURA et al., 2008).

Inducdo de agregacao plaquetaria, atividade hemolitica, edema intenso, miotoxicidade
com abundante infiltrado leucocitario e dano muscular apds 24 horas de injecdo, foram

reportadas para a fracdo enzimaticamente ativa Bp PLA, (Rodrigues et al., 2007).

A Bp-LAAO, isolada por Rodrigues e colaboradores (2009) exibiu atividades
antitumoral contra as linhagens de cancer de mama (SKBR-3), células leucémicas T agudas
(Jurkat) e tumor ascitico de Erlich (ETA), bactericida diante das cepas de E. coli (gram
negativa) e Staphylococcus aureus (gram positiva) e leishmanicida frente Leshimania ssp (L.

amazonensis, L. donovani, L. braziliensis, L. major) com efeitos dose - dependentes.

Uma alta atividade coagulante e calicreina — like, foram mostradas para a BpSP-1. Em
contrapartida, esta serinoprotease trombina - like ndo apresentou atividades hemorragica e

miotdxica, apenas edema moderado em doses mais elevadas (COSTA et al., 2009).

A neuwiedase, caracterizada biogquimicamente por Rodrigues e colaboradores (2000),
mostrou alteracdes hematoldgicas (aumento ou redugdo de elementos figurados do sangue

periférico) e hemostaticas (fibrinogendlise e atividade coagulante), hemorragia pulmonar na
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presenca de altas doses desta fracdo e auséncia de alteragdes teciduais locais apos
envenenamento sistémico (IZIDORO et al., 2003; RODRIGUES et al., 2001).

1.3 Composi¢do quimica e atividade biolégica dos venenos botrépicos

Cerca de 90 a 95% do peso seco dos venenos ofidicos tém propriedade protéica e sdo
essas proteinas as responsaveis por quase a totalidade dos efeitos bioldgicos (BON, 1997).
Alguns dos elementos protéicos atuam enzimaticamente, enquanto outros agem como toxinas
diretas, principalmente na desestabilizacdo de membranas celulares, pelos mecanismos mais
variados. Algumas dessas proteinas exibem atividades enzimaticas, incluindo fosfolipase A,
(FLA,) relacionadas a producdo de derivados do acido aracdénico (SIX e DENNIS, 2000), as
metaloproteinases, responsaveis pela proteolise das membranas basais dos vasos, as trombina
similes, que ativam fatores de coagulacdo, transformam o fibrinogénio em fibrina e induzem a
agregacdo plaquetaria (SANTOS et al., 2000) e as L-aminoacido oxidases (LAAO) que
induzem ou inibem a agregacdo plaquetaria, além de promover apoptose (DU e
CLEMETSON, 2005).

As fosfolipases sdo comumente encontradas na familia Viperidae, sendo assim
amplamente estudadas devido as suas caracteristicas quimicas e efeitos biologicos. As
fosfolipases A, sdo enzimas de grande interesse médico-cientifico devido ao envolvimento em
inimeras patologias humanas inflamatorias e no envenenamento por peconhas de serpentes e
abelhas. A atividade das FLA; foi observada pela primeira vez em peconha de cobra (Naja
naja) e em extratos pancreaticos de mamiferos (SOARES e GIGLIO, 2004). Séo enzimas que

suportam altas temperaturas sem perda de atividade e podem ou ndo possuir isoformas.

As FLA podem ser divididas em intracelular e extracelular. As intracelulares sdo
aquelas presentes na transducdo de sinal, metabolismo de fosfolipidios e nas mais variadas
funcbes celulares. As extracelulares estdo presentes no suco pancreatico humano e nas
peconhas de serpentes e insetos, apresentando atividade esterasica, promovendo a catalise de
fosfolipideos e glicerolipideos e, como principal acdo, a quebra do acido aracdénico dando
inicio a cascata de eicosanoides, responsaveis pela liberacdo de mediadores inflamatérios
(GUTIERREZ e OWNBY, 2003).

Em um mesmo veneno sdo encontradas uma variedade de PLA; que podem exercer
uma grande variedade de atividades farmacol6gicas como neurotoxicidade, miotoxicidade,

cardiotoxicidade, hemorragia, hemolise, efeitos pré-coagulantes e anticoagulantes (BORGES
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et al., 2000). Todas s@o dependentes de célcio para atuar e os residuos da alca de ligagdo ao
célcio sdo particularmente conservados (MURAKAMI e ARNI, 2003). Essa propriedade gera
um grande interesse nessa fracdo, pela interferéncia na biossintese de eicosanoides, moléculas

importantes em diversas condices fisiologicas e fisiopatologicas (MOREIRA et al., 2011).

As enzimas FLA, catalizam a hidrolise de glicerofosfolipidios na posicédo sn-2 da
cadeia principal do glicerol liberando lisofosfolipidios e acidos graxos (KOH et al., 2006;
KINI, 2003). Os &cidos graxos liberados podem atuar como segundos mensageiros ou podem
estar envolvidos em outras reacBes, como o &cido aracdbnico, que é responsavel pela
biossintese de mediadores da resposta inflamatéria como prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos (VARGAS et al., 2010). As FLA; estéo agrupadas em trés familias principais: (1)
citosolicas (cFLA,); (I1) secretdrias dependente de Ca*® (SFLA2) e (I11) intracelulares ndo
dependentes de Ca*? (iFLA,). Dentre as fosfolipases dos venenos sdo reconhecidas trés tipos
diferentes, as classicas, com acido aspartico no carbono 49 (Asp49), as quais apresentam
atividade catalitica e variantes contendo lisina ou serina no carbono 49 (Lys49 e Ser49,
respectivamente), sendo essas duas Ultimas enzimaticamente inativas. Independentemente de
possuirem ou ndo atividade enzimatica, as FLA, desestabilizam os fosfolipidios das
membranas celulares, permitindo um influxo descontrolado de ions calcio e sdédio que
promovem alteracGes intracelulares irreversiveis que culmina com a morte celular
(LOMONTE;ANGULO e CALDERON, 2003).

Outro componente protéico encontrado no veneno bothropico sdo as enzimas L-
aminoacido oxidases (LAAQOs). Sdo flavoenzimas que catalizam a desaminacdo
estereoespecifica de um substrato L-aminoacido, a um a-cetoacido correspondente, com a
producdo de peroxido de hidrogénio e aménia (PAIVA et al., 2011). O mecanismo de acao
pelo qual a LAAO exerce seus efeitos ainda € incerto. Varios trabalhos descrevem amplos
efeitos bioldgicos e farmacoldgicos, como: inducdo de apoptose (TORII et al.,1997; DU e
CLEMETSON, 2002; ANDE et al., 2006; NAUMANN et al.,2011), agregacdo plaquetaria
(LI et al., 1994), inducdo de edema (TICLI, 2006), atividade bactericida (CISCOTTO et al.,
2009; TORRES et al., 2010), leshmanicida (TOYAMA et al., 2006; NAUMANN et al.,
2011).

As metaloproteinases, por sua vez, participam do remodelamento do tecido conectivo
no processo de cicatrizagdo das feridas dos seres humanos (MITCHELL, 2005). Nos venenos
das serpentes, além de lesarem as células endoteliais, contribuindo para a hemorragia local e
sisttmica (RUIZ DE TORRENTE et al., 1999), facilitam a disseminacdo do veneno a partir
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do local de inoculacdo (ANAI et al., 2002), onde contribuem para a mionecrose, a
dermonecrose, a formagéo de bolhas e a inflamagio (GUTIERREZ et al., 2005).

A especificidade de substratos das metaloproteinases dos venenos das serpentes
(SVMPs) é muito semelhante ao das metaloproteinases da matriz (MMPs), envolvendo
componentes da membrana basal da microvasculatura (TANJONI et al., 2003), a qual,
quando rompida, deixa extravasar sangue, constituindo o mecanismo fisiopatolégico da
hemorragia provocada pelas SVMPs (GUTIERREZ et al., 2005). Uma das SVMPs bem
estudada, a jararhagina, isolada do veneno da Bothrops jararaca, € um dos principais
componentes responsaveis pela hemorragia. Além de degradar a matriz extracelular, também
atua em proteinas plasmaticas da coagulacdo importantes para hemostasia (KAMIGUTI et
al.,1996).

Sem atividade enzimatica sdo observadas as neurotoxinas de atividade pré e pds-
sinapticas que afetam a funcio neuromuscular (HAWGOOD e SANTANA DE SA, 1979), as
cardiotoxinas que atuam na membrana celular do masculo cardiaco e despolarizam de modo
persistente a membrana das células excitaveis acarretando hemolise (REID, 1964) e as
lectinas, que se ligam a glicoproteinas e interfere na formagdo do coagulo e na agregacao
plaquetaria (MONTEIRO et al., 2003).

Dentre os componentes sem atividade enziméatica hd constituintes organicos e nao
organicos (TU, 1996; MATSUI et al., 2000; RAJENDRA et al., 2004). Os contituintes ndo
organicos conhecidos sdo: calcio, cobre, ferro, potassio, magnésio, manganés, sédio, fésforo,
cobalto e zinco (FRIEDERICH e TU, 1971). Alguns estudos sugerem que o calcio, o
manganés e 0 magnésio sdo importantes para a estabilizacdo de certas proteinas, enquanto
outros, em particular o zinco, cobre, ferro e cobalto possivelmente atuam nos mecanismos
cataliticos de certos componentes enzimaticos como metaloproteases (BJARNASON e FOX,
1994).

Pesquisas realizadas abordando a distribuicdo das peconhas botropicas nos 6rgdos de
animais envenenados mostram que os rins sdo um importante alvo de acumulacdo do veneno,
possivelmente devido ao seu papel na excrecdo de proteinas ofidicas. A acumulacdo do
veneno no tecido renal pode causar danos morfoldgicos e funcionais que poderia interferir na
eliminagéo do veneno (MELLO et al., 2010).

Diversas alteracfes renais ja foram descritas como decorréncia de envenenamento

ofidico, dentre elas, glomerulonefrite, arterite e necrose tubular, glomerulite e nefrite
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intersticial, necrose cortical e insuficiéncia renal (SITPRIJA, 2012). Foram descritas ainda
hematdria, mioglobinuria, hemoglobindria e proteindria (SANO-MARTINS et al.,2011).

A insuficiéncia renal aguda (IRA) é a principal causa de morte por acidentes com
venenos ofidicos, ocorrendo secundariamente aos processos anteriormente descritos (AIRD,
2002; RIBEIRO et al., 1998), mesmo apds o tratamento com soro antiofidico (SITPRIJA,
2012).

A patogénese da IRA ndo estd ainda completamente elucidada. No entanto, sabe-se
que as lesbes renais podem ser produzidas pela acdo isolada ou combinada de diferentes
mecanismos isquémicos e/ou nefrotoxicos desencadeados pelas atividades biologicas dos
venenos no organismo (PINHO et al., 2000; GRISOTTO et al., 2006; DE SOUZA et al.,
2008).

Os venenos ofidicos causam alteragdo glomerular uma proliferagdo do endotélio e
células mesangiais, com deposicédo de fibrina e crescimento epitelial ocasional, sem provocar
alteracdes na membrana basal. Trés teorias foram propostas para explicar a patogénese da
lesdo glomerular, a presenca de um componente irritante, a deposicéo de fibrina decorrente do
processo de coagulagdo intravascular ou uma reagdo imunoldgica (CRUZ-HOFLING et al.,
2001).

No modelo de perfusdo de rim isolado foi demonstrado por Pirotzky et al.(1984), que
0 rim é capaz de produzir serotonina, histamina e PAF. Embora muitos desses fatores nao
estejam envolvidos diretamente no sistema de perfusdo de rim, as células renais, sob efeito do
veneno, podem liberar prostaglandinas, citocinas, bradicinina, fracdo de complemento e fator
de agregacdo plaquetaria (BARRAVIERA; LOMONTE e TARKOWISKI, 1995).

Em estudos prévios, realizados por Martins et al., 2005; Evangelista et al., 2010;
Sousa, 2010; Monteiro, 1990; Havt et al., 2001; 2005; Barbosa et al., 2002; Braga, 2006;
Morais et al., 2013; Nordes, 2009, foi demonstrado que os venenos de diferentes Bothrops
alteram os parametros de funcdo renal em sistema de rim isolado (B. erytromelas, B.
marajoensis, B. lutzi, B. jararaca, B. jararacussu, B. pirajai, B. moojeni, B. insularis, B.

leucurus, B. atrox, respectivamente).

Como se pode observar no Quadro 1 os efeitos de venenos de serpentes botropicas em
modelo de rim isolado mostra que, apesar de se tratarem de venenos de um mesmo género,
existem diferengas nas alteracBes dos pardmetros funcionais renais quanto a significancia e

tempo que ocorrem.
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Ainda de acordo com o Quadro 1, resultados semelhantes as alteracdes dos parametros
funcionais renais do nosso estudo sdo encontrados no trabalho realizado por Morais et al.,
2013; Evangelista et. al., 2010; Braga , 2006; Havt et. al., 2005; Barbosa et. al., 2002 e
Monteiro, 1990, De maneira geral, todos reduziram os parametros renais avaliados.

Por estes resultados, reforcam as afirmac6es de que os efeitos biolégicos dos venenos
variam de acordo com diversos fatores, dentre eles a concentracdo da peconha, pois o dano
tecidual pode ser relacionado a quantidade de veneno a que foi exposto, gerando uma série de
sinais e sintomas bastante diversificado e as vezes contraditorios (QUEIROZ et al., 2008). A
composicdo do veneno é responsavel pelas variadas atividades observadas, pois a
concentracdo de determinados componentes podem atuar em sinergismo, ou mesmo inibindo
a acao de outros, promovendo efeitos extremamente contraditérios ou opostos (MARQUES-
PORTO et al., 2008) e também depende da localizacdo geografica do animal, alimentacao,
idade (ROCHA e FURTADO, 2005).

Quadro 1: Estudos com veneno total de espécies do género Bothrops em Perfusdo de Rim

Isolado.
Espécie PP RVR FU RFG %TNa" %TCI %TK" Referéncia
botropica
B.erythromelas | Reducdo | Reducdo | Aumento | Redugdoaos | Reducdo Dados Reducédo (MARTINS
aos90e | aos90e | aos90e | 60 minutos. | aos 60, 90 nao aos 90 et al., 2005).
120 120 120 Aumento e 120 apresenta | minutos.
minutos. | minutos. | minutos. aos 120 minutos. dos.
minutos.
B. marajoensis | Reducdo | Redugdo | Reducdo | Reducdoaos | Redugdo Dados Né&o (EVANGELI
aos 60, aos 60, aos 60 e 60 e 90 aos 90 e ndo alterou. STAetal.,
90e 120 | 90e 120 90 minutos. 120 apresenta 2010).
minutos. | minutos. | minutos. minutos. dos.
B.lutzi Reducdo | Redugdo | Reducdo Aumento Reducéo Reducéo Reducéo (SOUSA,
aos 60 e aos 60, aos 60 aos 120 aos 90 e aos 90 e aos 90 e 2010).
90 90 e 120 | minutos. minutos. 120 120 120
minuto. | minutos. | Aumento minutos. minutos. minutos.
Aumento aos 90 e
aos 120 120
minutos. minutos.
B. jararaca Reducdo | Redugdo | Reducdo | Reducdodos | Reducdo Dados Reducéo (MONTEIR
dos 60 dos 60 dos 60 60 aos 100 | dos 60 aos ndo dos 60 aos 0, 1990).
aos 100 aos 100 aos 100 minutos. 100 apresenta 100
minutos. | minutos. | minutos. minutos. dos. minutos.
B. jararacussu Reducdo | Redugdo | Aumenta | Aumentaaos | Reducédo Dados Reducéo (HAVT et
aos90e | aos90e | aos120 | 120 minutos. | aos 60, 90 ndo aos 60, 90 al., 2001).
120 120 minutos. e 120 apresenta e 120
minutos. | minutos. minutos. dos. minutos.
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B. pirajai Reducdo | Reducdo | Reducdo | Reducdoaos | Reducéo Reducédo Reducédo (HAVT et
aos90e | aos90e | aos90e 90 e 120 aos N0 e aos 60, aos M0 e al., 2005).
120 120 120 minutos. 120 90 e 120 120
minutos. | minutos. | minutos. minutos. minutos. minutos.
B. moojeni Reducdo | Reducdo | Reducdo | Reducdoaos | Reducéo Reducédo Reducédo (BARBOSA
aos 90 aos 90 aos 60 60 minutos. aos N0 e aos N0 e aos90e | et al, 2002).
minutos. | minutos. | minutos. | Aumenta aos 120 120 120
Aumenta | 120 minutos. | minutos. minutos. minutos.
aos 120
minutos.
B. insularis Reducdo | Reducdo | Reducdo | Reducdoaos | Reducdo Reducédo Néo (BRAGA,
aos 120 aos 60, aos 60, 60,90 e 120 | aos 60,90 | aos 60,90 alterou. 2006)
minutos. | 90e 120 | 90e 120 minutos. e 120 e 120
minutos. | minutos. minutos. minutos
B. leucurus Reducdo | Reducdo | Reducdo | Reducdoaos | Reducdo Reducdo | Né&o (MORAIS et
aos 60, aos 120 aos60e | 60e90 aos 90 aos 60 e | alterou. al, 2013).
90e 120 | minutos. | 90 minutos. minutos 90
minutos. minutos. | Normaliza minutos
Normaliz | aos 120
aaos 120 | minutos.
minutos.
B. atrox Reducdo | Reducdo | Reducdo | Aumento Reducédo Reducdo | N&o (NOROES,
aos60e | aos 90 aos 60 aos 120 aos 120 aos 120 alterou. 2009).
90 minutos. | minutos. | minutos. mintuos. mintuos.
minutos. Aumento
aos 120
minutos.

1.4 Mediadores inflamatorios (as citocinas e 0 envenenamento)

Varios estudos in vitro e in vivo tém sido realizados para compreender 0s mecanismos

pelos quais o veneno leva a insuficiéncia renal aguda. Estes estudos procuram enfocar atavés

de abordagens diferentes, aspectos que contribuam para caracterizar as leses renais e tentar

elucidar qual(is) o(s) agente(s) desencadeante(s) das mesmas.

Embora a fisiopatologia do envenenamento ndo seja completamente compreendida . O

envenenamento é responsavel por desencadear respostas imunes, levando a liberacdo de

citocinas e o0xido nitrico. As citocinas iniciam uma cascata de eventos que conduzem aos

sintomas, tais como febre, edema, e, bem como uma série de eventos fisioldgicos, tais como a

ativacdo de vasodilatacdo, hipotensdo e aumento da producdo de éxido nitrico. O acumulo

destas citocinas vai desempenhar um papel importante na mediacdo de recrutamento e

ativacdo de células necessarias para a inflamacdo e a reparacdo de danos nos tecidos

(SITPRIJA, 2006).

Alterac6es hemodindmicas desempenham um papel importante na patogénese da IRA

induzida pelo acidente botrépico. Histamina, cininas, eicosandides, fator de ativacdo




22

plaquetéria (PAF), catecolaminas e endotelina, sdo alguns dos mediadores envolvidos. Foi
verificado liberacdo de substancias vasoativas ap0s acidente por vibora de Russell e aumento
de concentragbes plasmaticas de norepinefrina, epinefrina, dopamina, tromboxano e
endotelina. Envenenamento por Bothrops asper e Bothrops jararaca induziu elevagdes
significativas de TNF-o, IL-1, IL-6, IL-10, IFN-y e NO (SITPRIJA, 2012).

O veneno de B. asper induz a expressdao de COX-2 com consequente aumento da
concentracdo de prostaglandinas em macréfagos peritoneais (MOREIRA et al., 2009). AS
PLA2 Asp 49 e Lys 49 desse veneno, por sua vez, causam morte celular e, em concentragdes
subletais, provocam aumento da capacidade fagocitica, liberacdo de perdxido de hidrogénio
(ZULIANI et al., 2005). A jararhagin apresenta efeito ativador em macréfagos, com producédo
de citocinas como IL-1f, IL-6 e TNF-a (CLISSA et al., 2001).

As peconhas botropicas contém uma variedade de PLA; miotoxicas basicas que
exercem diversos efeitos bioldgicos em diferentes tipos celulares (GUTIERREZ e OWNBY,
2003). A atividade fosfolipasica pode produzir diversas prostaglandinas vasodilatadoras renais
responsaveis pelo aumento do fluxo sanguineo e consequente diurese, natriurese e caliurese ou
por outro lado liberagdo de PGF,a que tem agdo vasoconstrictora. Atraves da cicloxigenase a
PLA, pode ativar o tromboxano A, que também tem agdo vasoconstrictora, promovendo

reducdo do fluxo sanguineo renal e da taxa de filtracdo glomerular (BARBOSA, 2006).

Dessa forma, acredita-se que parte dos efeitos toxicos encontrados em animais e
pacientes envenenados com peconhas botropicas possa ser explicado pela identificacdo das
alteracdes celulares induzidas por essas subtancias, incluindo pardmetros de morte celular,

alteracdes morfofuncionais e liberacdo de substancias que interfiram em processos biolégicos.
1.5 Morte celular

A morte celular é a resposta a uma lesdo celular, a qual chega a um ponto em que 0s
danos causados séo irreversiveis. A morte celular € classificada em trés tipos, apoptose,
necrose e autofagia, de acordo com 0 NNCD (The Nomeclature Committe on Cell Death)
(KROEMER et al., 2009).

A autofagia ocorre geralmente em momentos de privagdo de nutrientes, na qual a
célula degrada os préprios componentes celulares através do mecanismo lisossdmico de modo
a gerar energia a célula. S&o observados vacuolos, sugerindo presenca de membranas
celulares nessa estrutura (KROEMER, KEPP e GALLUZZI, 2012).
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1.5.1 Necrose

A necrose é desencadeada principalmente por lesGes mecénicas, agentes citotoxicos e
hipoxia. Durante a necrose, ocorre condensacdo da cromatina, a célula aumenta de volume, as
mitocdndrias dilatam-se, juntamente com o reticulo endoplasmatico, e ha desagregacdo dos
ribossomos. Devido a deplecdo de ATP ocorre alteragdo na permeabilidade da membrana, que
tem como conseqiiéncia comprometimento da bomba de Na*/K* e de outros fendmenos que
sdo ATP-dependentes. Ocorre rompimento de organelas e da membrana plasmatica e liberacdo
de componentes intracelulares, ocasionando uma reacdo inflamatéria local. Ainda que o
material necrético seja removido por fagdcitos, a inflamacdo causa danos locais significativos
(ZIEGLER e GROSCURTH, 2004).

Em células renais a morte celular por necrose resulta de efeitos combinados de uma
série de vias bioquimicas diferentes que sdo simultaneamente ativadas por lesdes
extremamente graves para a célula. Os multiplos caminhos bioquimicos que sao ativados pelo
dano celular grave e podem levar a necrose incluem os seguintes eventos: a deplecédo severa de
reservas de energia celular (ATP); aumento do célcio citosolico livre; geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a ativacdo de varias enzimas, incluindo as fosfolipases, proteases
e endonucleases (RANA, SATHYANARAYANA, LIEBERTHAL, 2001).

1.5.2 Apoptose

A apoptose é um fendbmeno de morte celular programada, reconhecida
morfologicamente como um fenémeno distinto de morte ha mais de 30 anos por Kerr, Wyllie
e Durrie (1972), que ocorre individualmente, sendo que a morte de uma célula ndo leva a
morte de outras células. A morte celular por apoptose participa de varias situacdes fisiologicas
tais como colapso endometrial durante a menstruacdo, a delecdo de células nas criptas
intestinais e na embriogénese, como também em processos patoldgicos como o cancer. Apos
0 reconhecimento do processo apoptotico como um mecanismo celular fundamental, a
biologia da apoptose continuou a ser investigada avaliando-se as alteracfes morfolégicas e
bioguimicas, a natureza das vias intracelulares, a complexa biologia de genes e elementos
efetores, a sua relacdo no desenvolvimento embrionario, o seu papel na homeostase celular e
0 seu envolvimento na patogénese de vérias doencas, tais como doengas auto-imunes,
neurodegenerativas, lesdes isquémicas e cancer. Assim, € um mecanismo rigidamente

controlado por expressfes genéticas decorrentes da interacdo célula e meio externo, levando a
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producéo de varias moléculas com atividades especificas que resultam em alteragdes celulares
funcionais expressas morfologicamente (ORRENIUS, ZHIVOTOVSKY, NICOTERA, 2003).

Vaérios estimulos podem levar a apoptose em células tubulares renais, como injaria
celular desencadeada pela isquemia/hipOxia, estresse oxidativo, danos ao DNA, deficiéncia de
fatores de crescimento, perda da adesdo célula- matriz e da adeséo célula-célula, dentre outros
(RANA, SATHYANARAYANA, LIEBERTHAL, 2001).

Assim como a gravidade da deplecdo de ATP, exposicdo a grandes quantidades de
espécies reativas de oxigénio (ROS) induz morte por necrose, enquanto, estresse oxidativo
menos grave leva a apoptose. A producdo de grandes quantidades de ROS pode causar danos
oxidativos diretos para a célula e seus componentes levando a morte por necrose. Com relacéo
a apoptose o aumento nos niveis de ROS leva a oxidagcdo de lipidios, proteinas e acidos
nucléicos, aumentando o colapso do A¥m. A resposta da mitocondria ao dano oxidativo é
uma via importante no inicio da apoptose. Além disso, é sabido que ROS funciona como
segundo mensageiro na sinalizacdo da ativacao das caspases -9 e -3 (GRIVICICH, REGNER,
ROCHA, 2007).

1.5.3 Alterac6es Morfoldgicas e Bioquimicas

Ao entrar em apoptose podemos destacar caracteristicas muito marcantes do processo
de morte celular programada, como reducdo do tamanho da célula (retracdo celular),
citoplasma denso, organelas fortemente compactadas, condensacdo da cromatina, formacéo de
blebs (prolongamentos da membrana celular), aumento do nimero e tamanho dos blebs que se
rompem formando assim 0s corpos apoptéticos que serdo fagocitados por macréfago sem
causar inflamacdo (GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007).

A necrose caracteriza-se morfologicamente por inchaco citoplasmatico e mitocondrial,
ruptura da membrana plasmatica e liberacdo do conteudo. Consequentemente, ocorre a
geracdo de uma resposta inflamatoria, que pode causar injuria e até morte celular das células
vizinhas, ou seja, nesta condicdo um grande numero de células sdo afetadas e lesadas ao
mesmo tempo e devido ao desencadeamento do processo inflamatorio ha alteracdes

irreversiveis no tecido e/ou 6rgdo afetado (ELMORE, 2007).
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Figura 3: Distin¢do das diferentes alteracdes morfoldgicas nos processos de morte celular por
apoptose versus necrose. A necrose (a) € caracterizada pela perda de integridade de membrana
plasmatica, floculacdo da cromatina, inchaco seguido de lise celular com extravasamento do
conteddo intracelular e desintegracdo de organelas. O processo apoptdtico (b) envolve
alteracdo de permeabilidade de membranas, condensacdo cromatinica, encolhimento celular,
formacdo de corpos apoptoticos sem desintegracao de organelas.

Na figura também é demonstrado que no processo de morte celular por necrose
ocorrem alteracdes da funcdo mitocondrial, diminuindo drasticamente a producédo de ATP
interferindo na funcdo da bomba Na*/K", levando a tumefacéo celular devido ao aumento de
Na" citosélico. O aumento do Ca?* citosélico provoca ativacdo de fosfolipases e de proteases,
gue juntamente com o aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) induzem ruptura da
membrana plasmatica, ativacdo de proteases com conseqiiente inducdo do extravasamento do
conteddo celular, sinalizando a migracdo de macrofagos ativando uma resposta inflamatoria
imune. Ao contréario da retracdo celular observada em células apoptéticas, na necrose observa-
se um intumescimento celular devido as lesbes no citoesqueleto e inibicdo da bomba de
Na’/K*, ocasionando da permeabilidade seletiva da membrana (BOUJRAD et al.,2007;
KERR et al., 1995).

Em contraste, 0 processo apoptotico envolve a participacdo ativa das células afetadas
na cascata de autodestruicdo que culmina em degradacdo do DNA via ativacdo de
endonucleases, desintegragdo nuclear e formagdo de “corpos apoptoticos”. Estes corpos

apoptdticos sdo rapidemente retirados do tecido por macrofagos, esta sinalizagdo ocorre



26

devido a translocacdo da fosfatidilserina do lado interno para o lado externo da membrana
“marcando” as células que deverdo ser fagocitadas (ANAZETTI e MELO, 2007).

A maioria das alteracbes morfoldgicas observadas por Kerr, Wyllie e Durrie (1972), €
causada por uma série de cisteino proteases, chamadas caspases, que sdo ativadas
especificamente em células em apoptose. Estas enzimas possuem um residuo de cisteina no
sitio ativo e clivam substratos que possuem residuos de &cido aspartico em sequéncias
especificas. A especificidade pelos seus respectivos substratos é determinada por quatro
residuos amino-terminal no sitio de clivagem. A ativacdo das caspases promove o0
aparecimento das alteracdes celulares que caracterizam a apoptose, como desmontagem da
membrana nuclear e do arcabouco de laminas, hipercondensacdo da cromatina e degradacéo
proteolitica das estruturas nucleares e citoplasmaticas. Estas alteracdes séo comuns a todas as
células em apoptose explicita, independentemente do agente indutor do processo. Isso
significa que a acdo destas caspases representa uma via final comum que opera em todas as
células programadas para morrer (FISHER, 2001; GESKE e GERSCHENSON, 2001; LORO
et al., 2003).

1.5.4 Vias de sinalizacéo

Evidéncias atuais sugerem que ha varias rotas distintas para a ativacdo de caspases,
dependendo do estimulo que desencadeia a maquinaria de morte, sendo que em geral, duas
vias distintas podem estar ativas: via intrinseca (mitocondrial) e extrinseca (receptores de
morte) (ELMORE, 2007).

A via intrinseca pode ser desencadeada por estimulos (positivos ou negativos)
intracelulares que agem diretamente em alvos dentro da célula e iniciam eventos
mitocondriais (ELMORE, 2007).

Estimulos negativos sdo caracterizados pela auséncia de fatores de crescimento,
horménios e citocinas, levando a falha de supressdo de morte programada e ativacdo de
apoptose. Por outro lado, os estimulos positivos incluem (mas ndo se limitam a esses):

radiacdo, toxinas, hipoxia, hipertermia, infecgdes virais e radicais livres (ELMORE, 2007).



27

Qualquer estimulo (positivo ou negativo) causard mudangas na membrana
mitocondrial, ocasionando a perda do potencial de membrana, posterior aumento da

permeabilidade e a liberacdo de dois grupos de proteinas pro-apoptéticas (HAIL et al., 2006).

O primeiro grupo compreende: citocromo ¢, Smac/BIABLO e HtrA2/Omi que ativam
a via mitocondrial caspase-dependente. O citocromo c liga-se a Apaf-1 e este complexo liga-
se a pro-caspase 9 originando o apoptossomo. Por sua vez, leva a ativagdo da caspase 9
(iniciadora) e consequente ativacdo de caspase-3, 6 ou 7 (efetoras) (HAIL et al., 2006;
GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007).

O segundo grupo de proteinas pré-apoptéticas incluem AIF (fator indutor de
apoptose), a endonuclease G e CAD (DNase Caspase-Ativado), porem sao liberados
tardiamente, apds desencadeamento da apoptose. A proteina AIF promove fragmentagdo do
DNA além da condensacdo da cromatina nuclear periférica, considerada como estagio | da
condensagdo. A endonuclease G cliva a cromatina nuclear e produz DNA oligossomal
fragmentado, de modo que ambos AIF e endonuclease G tenham funcdo caspase-
independente. CAD ¢ liberado depois de endonuclease G e AIF e também promove a
fragmentacdo do DNA oligossomal e condensacdo de cromatina (estagio 11) (ELMORE,
2007).

O processo apoptdtico € controlado por proteinas da familia Bcl-2, sendo reguladas
por p53 (proteina supressora tumoral), que regula a expressdao de outras proteinas da familia
Bcl-2 (anti ou pro-apoptdticas). Dentre as proteinas antiapoptoticas podem ser citadas: Bcl-2,
Bcl-x, Bcl-xl, Bcl-w, BAG e pro-apoptéticas: Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik e Blk. Essas
proteinas tém a funcdo de promover ou abortar o processo de apoptose e possuem ainda

funcéo de regular a liberacdo do citocromo ¢ (HAIL et al., 2006) .

A via extrinseca tem o envolvimento de receptores transmembranicos que medeiam a
interacdo. Os receptores sdo da familia TNF, membros dessa familia compartilham dominios
extracelulares ricos em cisteinas e no citoplasma possuem o “dominio de morte” DD (death
domain), que leva os sinais de superficie da membrana para a via de sinalizacdo intracelular
(HAIL et al., 2006).

Dentre os aceptores e receptores que participam da via extrinseca podemos citar:
FASL/FASR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 e Apo2l/DR5 onde a sequéncia de
eventos que difundem a fase extrinseca sdo FASL/FASR e TNF-o/TNFR1. Eventos que
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recrutam proteinas adaptadoras do citoplasma exibindo o dominio de morte irdo se complexar
com receptores FASL/FASR que resultam no adaptador FADD e TNF-o/TNFR1 na proteina
TRADD, recrutando FASS e Rip. Assim, FADD associa-se a pro-caspase 8, o complexo
DISC (death inducing sinaling complex, complexo sinalizador e induc&o de morte) é formado
e leva a ativacdo de caspase 8. Uma vez ativada, a caspase 8 € iniciado o processo de apoptose
(ELMORE 2007).

O veneno de B. leucurus induz em apoptose em células tubulares renais e tumorais,
com reducdo do potencial transmembranico e aumento da concentracdo intracelular de ions
calcio (MORAIS et al., 2013; NUNES et al., 2012). Além disso, a jararhagin,
metaloproteinase isolada do veneno de B. jararaca, causa morte celular por apoptose e
inducdo génica de mediadores inflamatorios em células endoteliais (LOPES et al., 2012). A
PLA2 Lys 49 do veneno de Bothrops asper produz rapida morte celular em macréfagos, com
liberacdo de ATP citoplasmatico e de outros constituintes celulares (TONELLO et al., 2012;
LEIQUEZ et al., 2011). A metaloproteinase desse veneno, por sua vez, causa morte celular
em células endoteliais e tumorais, com evidéncias da ocorréncia de apoptose e outras formas
alternativas de morte (BRENES et al., 2010).

1.6 Importancia do estudo de venenos e toxinas

As pesquisas com venenos vém atingindo grande progresso, tanto pela descoberta do
seu emprego como ferramentas farmacoldgicas, como pelo potencial terapéutico ou até
mesmo pela busca de terapias alternativas ao tratamento convencional. No quadro 2 pode-se

destacar alguns medicamentos desenvolvidos a partir de venenos de animais.
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Quadro 2- Alguns exemplos de medicamentos desenvolvidos a partir de venenos

animais

Farmaco Uso terapéutico Fonte

Eptifibatide (Integrilin ®) | Anticoagulante Serpente Sisturus miliarus
barbouri

Echistatin Anticoagulante Serpente Echis carinatus

Captopril Antihipertensivo Serpente Bothrops
jararaca

Ranatensin Antihipertensivo Sapo do Género Rana

Ancrod (Viperinex™) Anticoagulante para | Serpente Calloselasma

Acidente vascular cerebral | rhodostoma

isquémico agudo

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

Exenatida Diabetes Melitus tipo 2 Réptil Heloderma
suspectus

Quadro 2: Adaptado de Beeton, Gutman e Chandy (2006).

1.7 JUSTIFICATIVA

A elucidacdo dos mecanismos envolvidos em efeitos locais e/ou sistémicos, como a
Insuficiéncia Renal Aguda (IRA) que permita a interferéncia em alguns pontos de suas vias de
sinalizacdo de respostas com vistas a interrupcdo da sequencia de eventos

celulares/moleculares que poderiam culminar em lesao.

Em virtude da auséncia de estudos com veneno da serpente Bothropoides pauloensis
em sistema de perfusdo renal, pdde-se especular mecanismos de acdo sobre os parametros
funcionais renais através da comparacao entre os resultados encontrados no presente trabalho,
os achados dos efeitos renais de veneno de outras espécies, estudados por pesquisadores do
grupo (LAFAVET) e informacdes presentes na literatura cientifica, bem como sua toxicidade
sobre linhagens de células tubulares renais (MDCK — Madin Darby canine kidney), podendo
assim, contribuir para esclarecer os mecanismos de nefrotoxicidade, bem como ajudar na
busca de agentes terapéuticos que possam ser (teis para o tratamento da insuficiéncia renal

causada pelo envenenamento botropico.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos renais e mecanismos de morte celular promovidos pelo veneno de

Bothropoides pauloensis.
2.2 Objetivos especificos

= Estudar os efeitos induzidos pelo veneno total de Bothropoides pauloensis em rim isolado
de rato;

= Estudar os efeitos do veneno total de Bothropoides pauloensis sobre a viabilidade de
celulas tubulares renais (Madin-Darby Canine Kidney - MDCK);

= Estudar o mecanismo de morte induzido pelo veneno de Bothropoides pauloensis nas
células MDCK;

= Auvaliar a participacdo da producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) na morte
celular induzida pelo veneno de Bothropoides pauloensis em células MDCK;

= Auvaliar o efeito do veneno de Bothropoides pauloensis sobre o Potencial de Membrana
Mitocondrial (AYm) em célula MDCK;
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3. Materiais e Métodos
3.1 Obtencéo do veneno

O veneno da serpente Bothropoides pauloensis foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Marcos Hikari Toyama da Universidade do Estado de Sdo Paulo (UNESP), Campus do

Litoral Paulista, Unidade de Sao Vicente.

3.2 Ensaios biol6gicos
3.2.1 Perfusdo de 6rgéo isolado
3.2.2 Animais de experimentacao:

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 250 e 300g, obtidos do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceara. Os animais foram acondicionados em caixas de
polipropileno, climatizados entre 22 + 0,5°C, luminosidade (12 horas de ciclo claro/escuro),
umidade e circulagdo de ar controlados, recebendo ragdo padrédo (Biotec®) e 4gua “ad
libitum”. Os mesmos foram mantidos em jejum cerca de 8 a 12 horas antes dos experimentos

de perfuséo renal apenas com agua “ad libitum™.

3.2.3 Sistema utilizado

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da funcdo renal levou
inimeros pesquisadores a desenvolverem a técnica de perfusdo de rim isolado. O nosso
sistema consiste na perfusdo de rim isolado com recirculacdo (Fonteles et al., 1983) com dois
subsistemas, um in situ e outro em circuito fechado, para perfuséo in vitro, mantidos ambos a
mesma temperatura de 37 °C (Figura 4 e 5). Este sistema apresenta a vantagem da
manutencdo constante de parametros funcionais renais com utilizacdo de albumina na solucéo
perfusora, em menor volume, mantendo constantes as substancias dialisaveis com oxigenacao

adaptada ao proprio sistema.



Figura 4: Foto do sistema de perfusdo de rim isolado.

Fonte: LAFAVET — UFC
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Figura 5: Desenho esquematico do sistema de perfusao de rim isolado.

Fonte: LAFAVET — UFC
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3.2.4 Calibracéo do sistema

O sistema foi calibrado sempre antes do inicio dos experimentos com uma solucao de
cloreto de sodio a 0,9% mantida a 37°C. Foi avaliado em cada uma das bombas (1,2,3,4 e 5) a
pressdo de perfusdo (PP) em mmHg, o fluxo urinério (L/min) e o volume de urina coletado
em um minuto (mL/min). Para uma melhor adaptacéo do sistema as unidades, a coleta de
dados foi realizada em intervalos de 2 minutos. As figuras 6, 7 e 8 mostram que o0 sistema

manteve-se constante em todos 0s grupos experimentais.

100 -
80 4
60 4

40

PP (mmHg)

20 4

-20 -

Figura 6: Valores de pressao de perfusdo (PP) registrados durante a calibracdo do sistema (n =

6).
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Fluxo {L/min)

0,02

0,01

1 2 3 4 5
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Figura 7: Valores registrados pelo fluxémetro (L/min) durante a calibracéo do sistema (n=6).
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Figura 8: Valores de volume urinario (mL/min) registrados durante a calibracdo do sistema (n
= 6).

3.2.5 Solucéo perfusora

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada (FONTELES, 1998), concentrada 20 vezes,
continha NaCl = 138g; KCI = 7g; NaH,P0,4.H,0 = 3,2g; MgSO,.7H,0 = 5,89 e Ureia = 10g.
Quarenta e oito horas antes dos experimentos, 100 mL desta solucdo foram separados e
acrescidos de NaHCO3; = 4,2g; CaCl,.2H,0 = 0,74g; glicose = 2g e penicilina G potassica
cristalina = 0,059. Em seguida, o volume foi completado para 2000 mL com agua bidestilada.
Foram retirados 300 mL desta solucéo, volume ao qual se adicionou albumina bovina (69%).
Esta solucdo final foi dializada com a albumina, auxiliada por um homogeneizador. A dialise
teve como objetivo retirar substancias contaminantes como piruvatos, citratos e lactatos
(COHEN, KOOK e LITTLE, 1977; ROSS, 1978).

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada para dialise foi trocada com 24 horas. No
final, apos 48 horas de dialise, a solucdo perfusora foi acrescida com 0,159 de inulina. O pH

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

Protocolo experimental

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico na dose de 50mg/Kg de peso
corporal. As cirurgias foram realizadas segundo o método descrito por Balhlamann, Giebisch
e Ochwadt (1967), Ross (1978) e Fonteles et al. (1983). Inicialmente, a veia femoral foi
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isolada e manitol (100mg/mL — 3 mL) foi administrado a fim de facilitar a visualizagéo e a

fixagdo da canula ao ureter.

Ap0s assepsia da parede abdominal, procedeu-se uma incisdo mediana e duas incisdes
perpendiculares a linha alba para uma melhor observacdo das estruturas anatdmicas. Com
uma lupa o ureter foi identificado, dissecado e canulado com um tubo de polietileno PE-30.

A artéria renal foi isolada e canulada através da artéria mesentérica superior. Durante o
procedimento cirdrgico, uma parte da solucdo ja oxigenada (40 mL) foi desviada para o
sistema de perfuséo in situ, para perfundir o rim ainda in vivo, evitando qualquer isquemia ao
6rgdo. Finalmente, o rim foi transportado para o sistema de perfusdo in vitro, sem a

interrupcao do fluxo.

Figura 9: Fotografia do rim de rato isolado no sistema de perfusédo

Os experimentos foram iniciados apos a estabilizacdo e adaptacdo do 6rgao as novas
condigdes. Os 30 min iniciais foram utilizados como controle interno. A cada cinco minutos
foram registrados a pressdo de perfusdo e o fluxo de perfusdo em manémetro e fluxdémetro,
respectivamente, em um periodo total de 120 min. Amostras do perfusato e da urina foram
coletadas a cada dez minutos e depois congeladas a -20 °C para posterior dosagem de sédio,
potassio, cloreto, inulina e osmolaridade, importantes na determinacdo dos seguintes
pardmetros de funcdo renal, tais como, resisténcia vascular renal (RVR), ritmo de filtragdo
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glomerular (RFG), fluxo urinario (FU) e transporte tubular de sédio (%TNa®), potassio
(%TK") e cloreto (%TCI).

3.2.6 Andlises bioquimicas

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

diagnostica).

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

(Vapor pressure osmometer — modelo 5520 ESCOR).

3.2.7 Determinacdo dos parametros funcionais renais

O quadro 3 apresenta as formulas utilizadas para determinacdo de parametros
funcionais renais (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978; FONTELES, 1980).

Parametros renais Férmula
1. PP (mmHgq)- Pressdo de Perfusdo Leitura em mandmetro
2. FU (mL.g™ . min™) — Fluxo Urinario FU = Peso do volume urinario/ peso do rim

esquerdo x 10

3. RFG (mL .g*% min? ) — Ritmo de Filtragdo RFG = (DOUin / DOPin x FU) sendo DOUin
Glomerular = densidade 6tica da inulina na urina e DOPIn

= densidade 6tica da inulina no perfusato.

4. FPR (mL .g*. min? ) — Fluxo de perfusio Registrado a cada 10 min/peso do

renal rim/intervalo de tempo

5. RVR (mmHg/mL .g*. min?) — Resisténcia RVR = PP (mmHg) / FPR

vascular renal.




39

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

FNa" (UEqg.g™ . min™) — Sddio filtrado

ENa’ (UEq.g™ . min™) — Sédio excretado

TNa" (uEq.g™ . min™) - Sddio transportado

%TNa" - Percentual de sddio transportado

FKa* (UEq.g™ . min™) — Potéssio filtrado

EK* (MEq.g™ . min™) — Potéssio excretado

TK* (UEq.g™ . min™ ) — Potéssio transportado

%TK" - Percentual de potassio transportado

TCI" (uEg.g™ . min™) — Cloreto transportado

%TCI - Percentual de cloreto transportado

FCI" (uEq.g™ . min™) — Cloreto filtrado

FNa" = RFG x PNa"

ENa’" = FU x UNa"

TNa" = FNa" - ENa*

%TNa" = TNa" x 100/ FNa"

FKa® = RFG x PKa"

EK" = FU x UKa"*

TK'=FK" - EK"

%TK" = TK" x 100/ FK*

TCI' =FCI' - ECI

%TCIl =TCI" x 100/ FCI

FCI' = RFG x PCI

ECI (uEq.g™ . min™) — Cloreto excretado ~ ECI'= FU x UCI

Quadro 3 : Férmulas utilizadas para determinacdo dos parametros renais.

3.2.8 Analise histopatoldgica

Ao final de cada experimento foi retirado um fragmento longitudinal do rim direito
(perfundido) e do rim esquerdo (controle), os quais foram armazenados em formol 10% para
posterior exame histoldgico. Os fragmentos foram submetidos a desidratacao, diafanizacéo e
em seguida, cortados em uma espessura de 5um. Foram realizadas coloracbes de

hematoxilina-eosina (HE) e as laminas analisadas atraves de um microscopio de luz (Nikon).




40

3.2.9 Grupos experimentais

O estudo do veneno da serpente Bothropoides pauloensis sobre a funcdo renal foi iniciado
apo6s um periodo de controle interno de 30 minutos e as observagdes foram feitas durante os
90 minutos seguintes.

e Grupo controle: rins perfundidos somente com solugdo de Krebs-Henseleit modificada

(n=16);
e Grupo tratado com o veneno da serpente Bothropoides pauloensis na concentracdo de
10pg/mL e 3pg/mL (n = 6).

Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média = erro padrdo dos seis experimentos.
Diferencas entre os grupos foram comparadas utilizado teste t de Student ou Anélise de
Variancia (ANOVA) com significancia de 5%.

3.3 Ensaios com cultura de células
3.3.1 Linhagem celular

As células utilizadas foram células tubulares epitelias renais MDCK (Madin-Darby Kanine
Kidney) cedidas pela Profa. Alice Martins e os experimentos foram realizados no Laboratorio
de Cultivo Celular do Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade

Federal do Ceara.
3.3.2 Cultivo das células MDCK

As células MDCK foram cultivadas em frascos plasticos, com meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de penicilina (10.000 Ul/mL) e
estreptomicina (10 mg/mL). As células foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5%
de CO,, seguido da observacdo do crescimento celular com ajuda de microscépio de inversdo a
cada 24 horas (BUTLER e DAWSON, 1992).
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Figura 10: Esquema simplificado das etapas do cultivo e tratamento das células MDCK.

3.3.3 Estudo da atividade citotdxica in vitro
3.3.3.1 Ensaio com MTT

O ensaio consiste em uma andlise colorimétrica que mede indiretamente a citotoxidade
(MOSMANN, 1983). O MTT 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H brometo é um sal de
tetrazolio solivel em &gua, o qual é convertido em cristais de formazan de cor purpura,
insollveis em agua, apos clivagem do anel de tetrazolio por desidrogenases mitocondriais e
outras enzimas lisossomiais. Na verdade, o MTT ndo interage diretamente com as
desidrogenases e sim com seus subprodutos, NADH e NADPH. Os cristais de formazan séo
solubilizados, formando um produto colorido cuja medicdo da densidade Optica é feita em
espectrofotobmetro a 570 nm de absorbancia. A intensidade da coloracdo do produto formado é
diretamente proporcional ao nimero de células viaveis presentes na amostra, confirmando a
capacidade redutora do sistema sobre 0o MTT (HEINRICH et al., 2005).
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Figura 11: Esquema simplificado das etapas do ensaio de viabilidade celular.

Protocolo experimental

As células MDCK foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640 sem SBF por 24
horas para sincroniza-las entre as fases Go e G; do ciclo celular. Em seguida, foram
deslocadas das garrafas de cultura por meio da exposicéo a tripsina-EDTA (0,25/0,02% v/v)
por aproximadamente 10 min em estufa de CO, a 37°C, suspensas em meio de cultura e
centrifugadas por 5 min a 4000 rpm. Apds ressuspensdo e quantificacdo em camara de
Neubauer, as células MDCK foram plaqueadas a 1x10° céls/mL em placas de 96 pocos.
Decorridas 24 horas do plagueamento, foram adicionadas aos pocos diferentes concentracdes
do veneno da serpente Bothropoides pauloensis (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,12 pg/mL). Apos
24 horas do tratamento com a substancia-teste, foi removido 100uL do sobrenadante do meio
de cultura e adicionou-se 10uL da solucdo do sal de tetrazolium (MTT; 3-(4,5-dimetiltiazol-
2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina; Sigma) dissolvido em PBS. Apds incubacdo por 4
horas em estufa com 5% de CO, a 37°C, adicionou-se 90uL da solucdo de dodecil sulfato de
sodio 10% (SDS) dissolvido em HCI 0,01N para solubilizar os cristais de formazan formados.
As placas foram mantidas em estufa com 5% de CO, a 37°C e ap0s 17 horas foi realizada a

leitura em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 570nm.

Controle negativo correspondeu como 100% de sobrevivéncia das células MDCK

tratadas apenas com o veiculo de diluicdo da substancia teste e a viabilidade celular foi
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determinada por comparacdo entre 0s percentuais médios de células vivas neste grupo e nos

demais grupos tratados com a substancia-teste (MOSMANN, 1983).

Andlise estatistica

Os dados foram expressos como percentagem de viabilidade celular versus
concentracdo do veneno. Foi determinada a Clso (concentracdo inibitéria média capaz de
provocar 50% do efeito méaximo), a partir de uma curva de regressao nao-linear utilizando o
programa GhaphPad Prism, versdo 5.01. Os dados foram comparados por andlise de variancia
ANOVA seguida do teste de Dunnett. A probabilidade de p<0,05 foi considerada

significativamente diferente.

3.3.3.2 Andlise de efeitos apoptdticos e necréticos por citometria de fluxo.

Nesse estudo foi analisada a capacidade do veneno da Bothropoides pauloensis de induzir
apoptose e/ou necrose utilizando-se o ensaio de deteccdo da anexina V com o kit BD
Pharmingen™ Annexin V-FITC. A anexina V tem a capacidade de se ligar fortemente aos
fosfolipidios de membrana plasmatica, atraves de suas cargas negativas, na presenca de ions
calcio. Quando o sinal de morte celular ocorre, a fosfatidilserina é translocada para a face
externa da membrana. A exposicdo da fosfatidilserina parece comecar durante as fases
precoces da apoptose - enquanto a membrana celular continua intacta - até os estagios finais,
nos quais a célula se fragmenta, formando os corpos apoptdticos (ENGELAND et al., 1998).
Dessa forma, a externalizacdo da fosfatidilserina e a ligacdo de anexina V é uma evidéncia da
apoptose (MOCHIZUKI et al., 2004). A anexina V pode ser conjugada com fluérocromos
como o FITC que serve como uma sonda sensivel para analises por citometria de fluxo das
células que estdo sofrendo apoptose. A necrose, por outro lado, é acompanhada pela perda da
integridade da membrana celular e é avaliada ao se adicionar o corante vital iodeto de
propideo (IP). O corante iodeto de propideo se liga ao DNA e emite alta fluorescéncia quando
excitado pelo laser. Células com membrana integra ndo permitem a entrada do corante iodeto
de propideo, no entanto, as células com membrana rompida permitirdo a entrada do corante
que se ligard ao DNA, emitindo alta fluorescéncia. As células viaveis apresentardo baixa
fluorescéncia podendo distinguir as células em apoptose precoce (FICT positivas) das células
em necrose (IP positivas). As células viaveis também sdo diferenciadas por serem FITC e IP

negativas. No entanto, células em apoptose tardia se coram com ambos FITC e IP devido ao
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estagio final de desintegracdo celular ndo havendo como diferenciar células em necrose de
celulas em apoptose tardia por este ensaio (BOERSMA et al., 2005).

Protocolo experimental

As células MDCK foram tratadas com o veneno de B. pauloensis na concentracdo de
7,5 pg/mL. Apo6s 24 horas do tratamento, 0 meio de cultura foi coletado, colocado em um tubo
(50 mL) e centrifugado a 500 x g por 10 min para coletar células em suspensdo. As células
aderidas a placa foram lavadas com PBS trés vezes e tripsinizadas. O “pellet” obtido apods a
tripisinizacdo foi ressuspendido no meio que foi retirado do frasco e separado previamente. As
células foram centrifugadas novamente e o “pellet” entdo, ressuspendido em 500uL de tampao
do Kit para deteccdo de apoptose e necrose. Foram retirados 100uL desta suspensdo e
colocados em frasco para citdbmetro. Em seguida foi adicionado 5uL de anexina V, iodeto de
propideo, ou ambos, em cada frasco do citbmetro, os quais ficaram em incubacdo por 15
minutos protegidos com papel aluminio. Por fim, foi adicionado 400uL do tamp&o e os frascos

foram levados para o citbmetro de fluxo.

A leitura foi realizada em citometro de fluxo (FACS, BD, New Jersey, USA). Os
dados foram obtidos atraves do software Cell Quest e os resultados foram analisados através
do software WinMDI.

Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados foram comparados por
analise de variancia ANOVA seguida do teste de Dunnett. A probabilidade de p<0,05 foi

considerada significativamente diferente.

3.4 Medida do potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

Essa técnica baseia-se na capacidade de um corante fluorescente especifico, se ligar
diretamente as mitocdndrias de células viaveis. O éster etilico tetrametilrodamina (TMRE), €

um indicador catidnico que se acumula preferencialmente em mitocondrias energizadas.
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Alteragcbes no potencial transmembranico levam ao efluxo do TMRE de dentro da

mitocondria, gerando menor fluorescéncia.

Protocolo experimental

Apds 24 horas do tratamento com as substéncias teste, as células foram recolhidas e
colocadas em frascos do citbmetro, centrifugadas e o preciptado ressuspenso em 200ul. PBS
contendo o TMRE na concentracdo de 50 nM , ap6s 20 minutos, a temperatura ambiente, as

amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo.

3.5 Medicéo de EROs intracelular

As Espeécies Reativas de Oxigénio (EROs) geradas intracelularmente foram avaliadas
utilizando diacetato-diclorodiidrofluoresceina (H2DCF-DA) (Sigma, EUA), que se difunde
através das membranas celulares e é facilmente hidrolizado por esterases intracelulares para
formar o DCFH ndo fluorescente) que depois é rapidamente oxidado a DCF
(2°7"diclorohidrofluoresceina), altamente fluorescente, por uma ampla diversidade de EROs. A
intensidade de fluorescéncia do DCF é proporcional a quantidade de EROs formadas

intracelularmente.

Protocolo experimental

Apbs o tratamento de 12 horas com VBp (7,5 pg) , as células foram incubadas com 20
uM de H,DCF-DA e mantidas a 37°C por 30 minutos no escuro. Apds terminar o periodo total
de incubacdo as células foram centrifugadas duas vezes, lavadas e ressuspendidas com tampao
PBS e analisadas imediatamente utilizando citometria de fluxo, com comprimento de onda de
excitacdo e emissdo de 490 e 530 nm, respectivamente. O hidroperédxido de terc-butilo (TBHP)
foi utilizado como controle positivo e o controle negativo foi tratado com DMSO. O citdmetro
de fluxo utilizado foi FACScan. Os dados baseados no canal FL1 foram analisados com o

programa CellQuest.
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Analise estatistica

Em cada experimento foram analisados 10000 eventos. Os dados foram expressos como
a média + o erro padrdo da média de trés experimentos independentes realizados em triplicata.

3.6 Determinacdo das alteracdes morfoldgicas induzidas pelo veneno da serpente
Bothropoides pauloensis em células MDCK.

Para estudo das alteracdes morfoldgicas induzidas por VBp sobre as células MDCK,
foi realizada coloracdo de May Grunwald-Giemsa das celulas tratadas. Para tal, as células
foram cultivadas sobre a superficie de laminulas de 13 mm em placas de 24 po¢os na presenca
de PBS, Triton X-100 ou VBp (7,5 ug/mL) por 12 horas. Em seguida, a placa foi centrifugada
(4000 RPM por 5 minutos), o sobrenadante foi removido e as laminulas foram imersas por 2
minutos em metanol gelado para fixacdo das células. O metanol foi retirado, as laminulas
foram lavadas com agua tamponada e, em seguida, imersas em corante May Grunwald por 5
minutos a temperatura ambiente. ApoOs a retirada desse corante e lavagem com agua
tamponada, as amostras foram imersas em corante Giemsa (diluicdo 1:20) por 15 minutos em
temperatura ambiente. Apos retirada do corante e nova lavagem com agua tamponada, as
laminulas foram retiradas cuidadosamente da placa de cultivo e postas a secagem em
temperatura ambiente. Por fim, a montagem das laminas foi realizada utilizando entelan. A
leitura das laminas foi realizada em Microscopio Optico Trinocular Motic, Software Moticam

e os grupos foram analisados qualitativamente em relacdo ao grupo controle.

3.7 Aspectos éticos

A metodologia desenvolvida no presente trabalho foi submetida e aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara (protocolo 79/08).
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4. RESULTADOS

4.1 Perfusao de rim isolado

O veneno da serpente Bothropoides pauloensis foi administrado ao sistema de
perfusdo de rim isolado 30 minutos ap6s o inicio dos experimentos. Os 30 minutos iniciais
foram considerados como controle interno de cada experimento. Os grupos tratados foram
comparados a um grupo controle, onde os rins foram perfundidos apenas com a solucéo de

Krebs-Henseleit.

Apds aplicagdo do veneno da Bothropoides pauloensis foram observadas alteragdes na
fisiologia renal em todos os parametros estudados em pelo menos uma das concentracées
testadas. Com relacdo aos parametros vasculares, verificamos queda na pressdao de perfusdo
(PP) na concentragdo de 10ug/mL aos 90 e 120 min. A resisténcia vascular renal (RVR)
também diminuiu na concentracdo de 10ug/mL aos 90 e 120 minutos e na concentracdo de 3
ug/mL aos 120 min (Tabela 1; Figuras 12 e 13, respectivamente).

Tabela 1: Parametros vasculares da perfusdo de rim isolado de ratos na presenca do veneno da

Bothropoides pauloensis (3pug/mL e 10ug/mL ).

PP (mmHg) RVR (mmHg.mL/g/min.)
Tempo Controle VBp(3ug/mL)  VBp(10pg/mL) Controle VBp(3pg/mL) VBp(10ug/mL)
30 1116 +3.2 112.8+ 1.00 113.4+0.5 5.1+ 0.5 5.2+ 0.1 5.2+ 0.0
60 111.1+ 3.8 111.8+ 1.1 109.4+2.5 5.4+ 0.5 5.1+ 0.1 5.0+ 0.1
90 111.1+ 4.2 108.0+ 1,5 91.3+2.7"* 5.4+ 0.6 5.0+0.1 42+01"
120 112.0 +3.1 106.1+ 1,6 88.9+4.2"" 5.2+0.5 4.9+0.1" 4.1+02"

Os dados sdo expressos em (media + E.P.M.). Analise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA e teste t de Student, considerando p<0,05*(controle externo) e p<0,05°(entre as
concentragdes).
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Figura 12: Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothropoides pauloensis na pressao
de perfus@o em rim isolado de rato, na concentracdo de 3ug/mL e 10ug/mL (n=6). Os dados
sdo expressos em (média £ E.P.M.). Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA e teste
t de Student, “b” representa p<0,05 relacionando a concentracdo de 10ug/mL controle

externo,”’c” representa p<0,05 relacionando as duas concentracdes entre si.
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Figura 13: Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothropoides pauloensis 3ug/mL e
10pg/mL (n=6) na resisténcia vascular renal (RVR). Os dados séo expressos em (média +
E.P.M.). Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA e teste t de Student, “a”

representa p<0,05 relacionando a concentragcdo de 3pg/mL com o controle externo, “b”
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representa p<0,05 relacionando a concentracdo de 10pg/mL controle externo,”’c” representa

p<0,05 relacionando as duas concentracgdes entre si.

O fluxo urinario (FU) diminuiu aos 90 e 120 minutos em ambas as concentracdes, ndo
apresentando diferenca significativa entre as concentragdes no tempo de 120min. O ritmo de
filtracdo glomerular (RFG) apresentou uma reducdo aos 60 minutos em ambas as
concentracdes, mantendo-se diminuida até o final do experimento, ndo havendo diferenca
significativa entre as concentracbes no tempo de 60min(Tabela 2, Figuras 14 e 15,

respectivamente).

Tabela 2: Parametros funcionais da perfusdo de rim isolado de ratos na presenga do veneno

da Bothropoides pauloensis (3ug/mL e 10ug/mL).

FU (mL.g~.min™) RFG (mL.g~.min™)
Tempo Controle VBp(3ug/mL) VBp (10ug/mL) Controle VBp(3pg/mL) VBp(10pg/mL)
30 0.12+0,02  0.13+0,01 0,12+0,02 0.56 +0,06  0.55+0,09 0.55+0.04
60 0.16+0,03  0.12+0,01 0,11+0,02 0.57+0,05 0.25+0,03" 0.21+0.02"
90 0.15+ 0,03 0.10+0,01°  0.05+0.02" 0.56+0,05 0.19 +0,02" 0.07+0.02"*
120 0.14+ 0,03 0.08+0,01°  0.07+0.02" 0.57+0,07  0.15+0,01" 0.08+002"*

Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). Analise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA e teste t de Student, considerando p<0,05*( controle externo) e p<0,05"(entre as
concentracgdes).
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Figura 14: Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothropoides pauloensis 3ug/mL ¢
10pg/mL (n=6) no fluxo urinario (FU). Os dados séo expressos em (média = E.P.M.). Anélise
estatistica foi realizada pelo teste ANOVA e teste t de Student, “a” representa p<0,05
relacionando a concentracdo de 3ug/mL com o controle externo, “b” representa p<0,05
relacionando a concentracdo de 10ug/mL controle externo,”c” representa p<0,05 relacionando

as duas concentracdes entre si.

0.8-
FI/‘-\
g 0.64 T T - e T
s
=2 0.41

a

E b a a
D 0.2- ﬂ l bec bc
. ]

0.0 T T T - T ._

o S S o>

Tempo (min)
3 Controle [ 3ug/mL @ 10 ug/mL

Figura 15: Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothropoides pauloensis 3ug/mL e
10ug/mL (n=6) no ritmo de filtracdo glomerular (RFG). Os dados sdo expressos em (média *

E.P.M.). Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA e teste t de Student, “a”
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representa p<0,05 relacionando a concentragdo de 3ug/mL com o controle externo, “b”
representa p<0,05 relacionando a concentracdo de 10pg/mL controle externo,”’c” representa
p<0,05 relacionando as duas concentragdes entre si.

O percentual de transporte tubular de sodio (%TNA™) foi reduzido em ambas as
concentragcdes nos tempos de 60,90 e 120min, ndo apresentando diferenca significativa entre
as concentracfes no tempo de 60 min; O transporte tubular de cloreto(%TCI) também foi
reduzido aos 60, 90 e 129min. Em ambas as concentracdes; O transporte tubular de potéssio
(%TK") diminuiram aos 60, 90 e 120 minutos na concentragdo de 10ug/mL, na concentragao
de 3ug/mL reduziu aos 60 min,retornando a valores proximos ao controle no tempo de 90 e
120min. N&o havendo diferenca significativa entre as concentrages nos tempos de 60 e 90
min. (Tabela 3 e 4, Figuras 16, 17 e 18, respectivamente).

Tabela 3: Parametros eletroliticos relativos ao transporte de sodio e cloreto da perfuséo de rim
isolado de ratos na presenca do veneno da Bothropoides pauloensis (3ug/mL e 10pg/mL).

% TNa* % TCI
Tempo  Controle VBp(3ug/mL) VBp(10ug/mL)  Controle VBp(3pg/mL) VBp(10pg/mL)
30 80.7+1.1 80.0+ 2.7 82.3+3.6 78.8+1.3 75.9+1.7 80.1+1.0
60 80.5+1.2 66.3+ 4.3 54.1+10.6" 80.2+ 2.9 57.3+4.6° 48.6+1.5™
90 80.5+1.1 68.8+4.2 39.8+6.97 81.3+1.2 58.9+1.2" 36.6+2.77%
120 81.2+0.5 69.6+4.0" 13.6+4.9" 80.5+ 2.5 60.5+1.5" 12.8+3.6™

Os dados sdo expressos em (média £ E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA e teste t de Student, considerando p<0,05* (controle externo) e p<0,05°(entre as

concentracgdes).
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Tabela 4: Parametros eletroliticos relativos ao transporte de potéssio da perfusdo de rim
isolado de ratos na presenca do veneno da Bothropoides pauloensis (3pug/mL e 10pg/mL).

% TK”
Tempo Controle VBp(3ug/mL) VBp(10ug/mL)
30 82.1+29 81.4+29 847+23
60 83.7+2.4 68.9+57 61.1+9.0°
90 83.2+3.3 69.2+7.9 54.6 +6.3"
120 84.5+3.4 725+73 21.0 + 4.4

Os dados s@o expressos em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA e teste t de Student, considerando p<0,05* (controle externo) e p<0,05*(entre as

concentracoes).
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Figura 16: Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothropoides pauloensis 3ug/mL e
10pg/mL (n=6) no percentual de transporte tubular total de sodio (%TNA™). Os dados sdo
expressos em (média = E.P.M.). Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA e teste t

de Student, “a” representa p<0,05 relacionando a concentragdo de 3pug/mL com o controle
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externo, “b” representa p<0,05 relacionando a concentracdo de 10ug/mL controle externo,”’c

representa p<0,05 relacionando as duas concentragdes entre si.
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Figura 17: Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothropoides pauloensis 3ug/mL ¢
10ug/mL (n=6) no percentual de transporte tubular total de cloreto (%TCI"). Os dados sdo
expressos em (média + E.P.M.). Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA e teste t
de Student, “a” representa p<0,05 relacionando a concentragdo de 3ug/mL com o controle

externo, “b” representa p<0,05 relacionando a concentracdo de 10ug/mL controle externo,”’c

representa p<0,05 relacionando as duas concentracdes entre si.

100-
804 ™ ™ e, [ B
w1 i ol b —
+ 604
X
=
e
=) 40-
bc
N l
0 L] L] L] T
N\ \) Q Q
% © 5) N

Tempo (min)

3 Controle 3 3ug/mL @ 10 ug/mL

Figura 18: Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothropoides pauloensis 3ug/mL e
10pug/mL (n=6) no percentual de transporte tubular total de potassio (%TK"). Os dados sdo

expressos em (média = E.P.M.). Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA e teste t
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de Student, “a” representa p<0,05 relacionando a concentragdo de 3ug/mL com o controle

externo, “b” representa p<0,05 relacionando a concentracdo de 10ug/mL controle externo,”’c

representa p<0,05 relacionando as duas concentracdes entre si.

4.2 Andlise histolégica dos rins perfundidos com o veneno da serpente Bothropoides
pauloensis.

A Figura 19 mostra um corte histolégico de rim direito perfundido somente com
solucdo de Krebs-Hanseleit mostrando que ndo ha alteracdes provocadas pelo veiculo. As
laminas analisadas demonstraram glomérulos, tabulos, vasos e intersticios normais. Os rins
esquerdos, ndo perfundidos, serviram como grupo controle ndo apresentando alteracdes

teciduais (figura 20).

Figura 19: Corte histopatologico de rim perfundido somente com solucéo de Krebs-Hanseleit

modificada por 120 min (n=6, coloracéo de hematoxilina-eosina, aumento 100X).
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Figura 20: Fotomicrografias de rins ndo perfundidos, (RE) Rim Esquerdo, em aumentos de
200x e 400x: (A) Glomérulo;(B1) Tabulo Contorcido Proximal; (B2) Tdbulo Contorcido
Distal; (C) Alca de Henle. Coloracio de Hematoxilina-Eosina. Microscopio Optico Trinocular
Motic, Software Moticam.

Na analise histologica dos rins perfundidos com o veneno de B. pauloensis na dose de
3ug/mL e 10ug/mL, observamos discreta e moderada deposicdo proteinacea a nivel tubular,
respectivamente. Presenca pequenos focos de nucleos tubulares picnéticos. Glomérulos,
intersticios e vasos normais (Figura 21).
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Wum

RD VBp 3 pg/mL (200x) RD VBp 3 pg/mL (200x)

RD VBp 10 pg/mL (200x) RD VBp 10 pg/mL (200x)

Figura 21: Fotomicrografias de rins perfundidos, (RD) Rim Direito, por VBp (3 pg/mL e 10
pg/mL) em aumentos de 200x e 400x, evidenciando alteracGes na arquitetura renal: Discreta e
moderada deposicdo de material proteinaceonas concentracbes de 3 pg/mL e 10
pg/mL,respectivamente, em (B1) Tubulo Contorcido Proximal; (B2) Tubulo Contorcido
Distal; (C)Alca de Henle.Coloragdo de Hematoxilina-Eosina. Microscopio Optico Trinocular

Motic, Software Moticam.
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4.3 Avaliacdo da atividade do veneno da serpente Bothropoides pauloensis sobre células
MDCK.

4.3.1 Ensaio de viabilidade celular.

A citotoxidade do veneno da Bothropoides pauloensis (VBp) foi avaliado em células
tubulares renais (MDCK) ap6s 24 horas de exposicdo a diferentes concentracfes do veneno
(100; 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 pg/mL) . No ensaio com o MTT, o qual detecta viabilidade
celular com base no metabolismo oxidativo, foi possivel observar que o veneno reduziu
significativamente a viabilidade das células MDCK em todas as concentragdes testadas quando
comparadas ao controle, apresentando citotoxicidade até 3,12 pg/mL (Clso=7,5pug/mL). A
figura 22 representa a percentagem de viabilidade celular em relacdo ao controle, cuja

absorbancia foi considerada 100%.
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Figura 22: Efeito do Veneno Total de Bothropoides pauloensis em diferentes concentracdes
sobre as células MDCK. Os dados sdo expressos por média + EPM da absorbancia e

representam o percentual de células viaveis. Considerando p<0,05*.
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4.3.2Analise do efeito apoptotico e necrotico por citometria de fluxo.

Apos verificar a citotoxidade, buscamos identificar alteracdes celulares indicativas de
necrose e/ou apoptose induzidas por VBp, as células tratadas por 12 horas foram submetidas
ao protocolo de marcacdo por iodeto de propidio (PI) e anexina-FITC. No ensaio realizado,
podemos observar que a morte celular ocorreu predominantemente por apoptose, com certa

frequéncia de apoptose tardia (Figura 23 A).

Na figura 23 B, observa-se que a percentagem de células marcadas com anexina V é
predominante no experimento, evidenciando 0 processo de morte por apoptose na
concentracdo de 7,5 pug/mL. A marcagdo por PI (que evidencia células em processo de
necrose) ndo foi significativa com relacdo ao controle. O processo de morte celular por
necrose secundaria (ou apoptose tardia) também foi observado, podendo representar
evidéncias de um processo de morte celular por apoptose incompleto que culminou em

necrose. A staurosporina foi utilizada para controle positivo.

A) Controle VBp 7.5pn9/mL Staurosporina 1ug/mL

lodeto de propideo

Anexina V
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Figura 23: (A) Graficos de dispersdo representativos do perfil de marcagdo simultanea de

células MDCK com Anexina-V-FITC (quadrante inferior direito das plotagens — indicio de
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apoptose), Pl (quadrante superior esquerdo das plotagens — indicio de necrose). No quadrante
inferior esquerdo das plotagens, estdo representadas as células sem marcacdo (células que
demonstram estar vidveis). No quadrante superior direito das plotagens estdo representadas as
células com dupla marcacdo (indicio de necrose secundaria). (B) Quantificacdo do tipo de
morte celular (Apoptose/Necrose) utilizando marcacdo de fluorescéncia com Anexina V e
lodeto de Propideo (PI) nas células MDCK expostas a uma Unica concentracdo do veneno da
Bothropoides pauloensis por um periodo de 12h. Os experimentos foram realizados em
triplicata (n=3) e os dados expressos como porcentagens de eventos+ EPM. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA, p<0,05.

4.4 Medida do potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

Nesse ensaio as células foram incubadas com tetrametilrodamina (TMRE), corante
fluorescente especifico que se liga diretamente as mitocondrias de células viaveis. Em celulas
que estejam em processo de apoptose, especificamente pela via intrinseca ou mitocondrial, a
mitocondria sofre alteragdes no seu potencial transmembranico, ocorrendo perda do TMRE
acumulado na mitocondria para o citosol, havendo uma emissdo menor de fluorescéncia na

organela.

A analise do potencial de membrana mitocondrial foi avaliado com as células MDCK
tratadas com o veneno da B. pauloensis na dose de 7,5ug/mL. A figura 24 evidéncia que o
tratamento com o VBp, aumenta a concentracdo do TMRE no citosol, ap6s o seu
extravasamento, consequente a despolarizacdo mitocondrial, indicando queda do AWm,

mostrado pelo deslocamento do gréafico a esquerda.
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Figura 24: Alteracdo do Potencial de Membrana Mitocondrial em células tratadas com
VBp 7,5ug/mL, foi medido pela coloragdo TMRE e detectado por citometria de fluxo. FCCP
foi usado como controle positivo. O citométro de fluxo utilizado foi FACScan.

4.5 Determinacdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (EROs) possuem um papel fundamental na via
intrinseca de sinalizacdo da apoptose, pois medeiam dano ao DNA, sendo o DNA mitocondrial
particularmente wvulnerdvel, devido a cadeia transportadora de elétrons (FRUEHAUF,
MEYSKENS Jr., 2007).

Na analise, observou-se que a concentracao testada (Clso= 7,5 ug) foi capaz de gerar
EROs apds 12h de incubacao, representado pelo desvio a direita.

DCF-DA

- Controle .
Controle positivo

wo-dzm<m

v

DCF

Figura 25: O controle negativo foi tratado com o veiculo utilizado para solubilizar a substancia
testada, ou seja 0 DMSO. O hidroperdxido de terc-butilo (TBHP) foi utilizado como controle
positivo. O citdmetro de fluxo utilizado foi FACScan.
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4.6 Alteracdes morfoldgicas induzidas pelo veneno da serpente Bothropoides pauloensis.
Apobs 12 horas de incubacdo das células MDCK com veneno de B. pauloensis (7,5
ug/mL), PBS (controle negativo) e Triton X-100 (controle positivo) sobre a superficie de
laminulas, as células foram fixadas e coradas para avaliacdo morfolégica (coloracdo de May-
Grunwald Giemsa). Os controles positivos e negativos encontram-se na figura 26. As
alteracbes mais caracteristicas e relevantes observadas ap6s o tratamento com VBp foram
microfotografadas e estdo demonstradas na figura 27 e 28 e listadas na tabela 5. Foram
encontradas diversas alteragdes morfoldgicas importantes e consistentes com células em
processo de apoptose, como tumefacdo celular, lise, condensacdo nucléica, aumento do
nimero de prolongamentos citoplasmaticos, blebbing, reducdo do volume celular e

aparecimento de ndcleos desnudos.

Quadro 4: Caracteristicas controle negativo e controle positivo

CONTROLE NEGATIVO CONTROLE POSITIVO

Células de moderada coesdo e organizadas | Células desnudas de moderada anisocariose
em monocamada, que exibem pleomorfismo | com ndcleos ovalados, arredondadas e
moderado (células poligonais, irregulares ou | fusiformes com cromatina irregularmente
fusiformes), com citoplasma amplo, por | condensada, alguns deles picnoticos. As
vezes, com multiplos pequenos vaclolos | células estdo isoladas. Nao se encontrou
irregularmente  distribuidos, ndcleos de | figuras de mitose. Fundo rico em debris
contornos regulares, cromatina fina e | celulares.

nucléolos evidentes. Raros focos de
sobreposicdo celular.  Algumas células

gigantes e figuras de mitose entremeadas.
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CT- (200x) CT- (400x)
CT+ (200) CT+ (400x)

Figura 26: Fotomicrografias em aumentos de 200x e 400x de células MDCK. (CT-) Controle
negativo (células ndo tratadas com VBp, usando apenas PBS). (CT+) Controle Positivo
(células tratadas com Triton X). PBS foi utilizado como controle negativo e Triton X-100
como controle positivo. Coloragio de May-GrunwaldGiemsa. Microscopio Optico Trinocular
Motic, Software Moticam.
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Tabela 5. Alterac6es encontradas no ensaio de avaliagdo morfoldgica das células MDCK
tratadas com o veneno da serpente Bothropoides pauloensis.

Legenda

1 Células com nucleos desnudos, indicativo de lise celular com liberacdo do contetdo

citoplasmatico.

Células com prolongamentos citoplasmaticos semelhantes a pseudépodes.

Tumefacdo celular.

Aparecimento de detritos celulares.

Aumento do namero de células vacuolizadas.

Diminuicdo do volume celular, com morfologia semelhante a corpos apoptaticos.

Condensacéo nuclear e picnose.

O N O O B~ W N

Blebbing — Formacg&o de estruturas bolhosas na membrana indicativas de apoptose.
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VBp 7,5 pg/mL VBp 7,5 pg/mL
VBp 7,5 pg/mL VBp 7,5 ng/mL

Figura 27: Fotomicrografias em aumento de 400x das alteragdes morfoldgicas induzidas por
VBp em células MDCK apds 12 horas de incubacdo, observadas apos coloragdo May-
GrunwaldGiemsa. Microscopio Optico Trinocular Motic, Software Moticam. A legenda para
as alteragbes apontadas encontra-se na tabela 5.
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VBp 7,5 pg/mL VBp 7,5 ng/mL

VBp 7,5 pg/mL VBp7,5 ug/mL

Figura 28: Fotomicrografias em aumentos de 200x e 400x das alteraces morfolégicas
induzidas por VBp em células MDCK ap0s 12 horas de incubag&o, observadas apos coloragdo
May-GrunwaldGiemsa. Microscopio Optico Trinocular Motic, Software Moticam.A legenda

para as alteragdes apontadas encontra-se na tabela 5.
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5. DISCUSSAO

O veneno de serpentes do género Bothrops é composto por peptideos, enzimas,
proteinas e substancias quimicas produzidas pelos animais para a predagdo, digestdo e
protecdo, que podem causar lesdo celular, levando a um amplo espectro de manifestacGes
clinicas, que variam desde dor local e edema a sintomas sistémicos severos, dependendo da
quantidade de veneno inoculado (WARRELL, 2010).

Apobs 0 envenenamento, uma cascata imunoldgica conduz uma resposta protetora aos
individuos picados ou animais experimentais. Embora essa ativacdo do sistema imunoldgico
seja geralmente de protecdo, pode ocorrer um choque séptico, devido a resposta imune
excessiva ou mal regulada para a lesdo ocorrida no organismo. Essa reacdo desequilibrada
prejudica a vitima do acidente ofidico, uma vez que provoca a geracdo desordenada de
mediadores endogenos (BAUD e KARIN, 2001).

Muitos mecanismos estdo envolvidos na patogénese do envenenamento. Foi
demonstrado também que componentes isolados do veneno, como fosfolipases, promovem a
liberacdo de corticosterdides e resposta de fase aguda ao estimulo. Histamina, cininas,
eicosandides, fator de ativacdo plaquetario, catecolaminas e endotelina estdo envolvidos como
mediadores. Metaloproteinases dependentes do zinco induzem a liberacéo inicial de fator de
necrose tumoral. Todos esses mediadores sdo 0 passo inicial para o desenvolvimento de
complicagbes teciduais renais, incluindo a IRA (SITPRIJA, 2012). As citocinas estdo
envolvidas em dois grupos importantes: as pro-inflamatérias, tais como IL-1, IL-6 e TNF-a e
as anti-inflamatdrias, tais como IL-10. Outro mediador envolvido é o NO, que atua na
manutencdo do ténus vasodilatador e da pressdo arterial e tem sido sugerido que o choque
circulatério é causado por ativacéo da isoforma induzivel (tipo 11) da NOS (TEIXEIRA et al.,
2009).

Efeitos hemodinamicos de toxinas em experimentos de perfusdo de rim isolado
refletem o efeito vascular renal das toxinas sem interferéncias que ocorreriam em
metodologias in vivo, onde os efeitos observados seriam provenientes de respostas renais
secundarias de mediadores inflamatdrios vasoativos endogenamente produzidos no animal em
estudo. No caso do estudo com o veneno da vibora de Russell (SITPRIJA, 2012) observa-se a
diminuicdo do fluxo sanguineo renal e da taxa de filtragdo glomerular em estudo com animal
in vivo, enquanto que na perfusao de rim isolado o fluxo sanguineo renal ndo é alterado, mas a

taxa de filtracdo glomerular é reduzida. Essa descoberta indica que o veneno em estudo nédo
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tem efeito vascular no musculo liso e a taxa de filtragdo glomerular reduzida é devido ao
efeito de veneno em células mesangiais, envolvendo a liberacdo de mediadores inflamatérios
vasoativos endogenamente gerados, incluindo as catecolaminas, renina, angiotensina I,
endotelinas (CHAIYABUTR e SITPRIJA, 1999). Estudo posterior provou que o efeito era
mediada por prostaglandinas, tendo seu efeito bloqueado por indometacina (THAMAREE et
al., 1994).

Os venenos botropicos apresentam varios peptideos que intensificam a resposta a
bradicinina, e consequentemente, a producao de 6xido nitrico (NO) pelo endotélio vascular.
Rocha e Silva et. al., foram os primeiros a descobrir e descrever o neuropeptideo bradicinina
como regulador crucial da pressdo sanguinea (Rocha e Silva et. al.,1949). Posteriormente,
esses peptideos foram isolados do veneno de Bothrops jararaca, Bothrops neuwidi e Bothrops
jararacussu e foram caracterizados como inibidores naturais da enzima conversora de
angiotensina (FERREIRA et al. 1970, 1992, 1998). A bradicinina participa fisiologicamente
da regulagdo da presséo sanguinea e da funcao renal. Trata-se de uma pontente substéncia
vasodilatadora que atua atraves da ativacdo de receptores B2, estimulando a liberacdo de NO,
prostaciclinas e fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (MOUREAU et al.,
2005). Guimaraes et al.,1986 demonstraram que a bradicinina diminuiu a resisténcia vascular
renal em rim isolado de rato.

O cortex renal normal produz grande quantidade de PGE2 e PGI2 e pouca quantidade
de TXA2. PGE2 e PGI2 tém acdo vasodilatadora no rim. Estes prostandides seriam
responsaveis por influenciar o fluxo sanguineo renal, ritmo de filtracdo glomerular e liberacédo
de renina (OSBORN et al., 1984). Infusdes intrarenal de prostaglandinas aumentaram o fluxo
sanguineo renal e produziram efeito natriurético, inibindo a reabsorcao tubular de sédio e na
alca ascendente de Henle reduziram o transporte tubular de cloreto (SIMMONS et al., 2004).

O estudo de Pirotzky et. al.(1984) evidencia a participacdo de substancias vasoativas
como histamina e PAF podem ser liberadas em rim isolado de rato. O PAF em doses baixas
produz vasodilatacdo e aumento de permeabilidade vascular.

Foi demonstrado também que componentes isolados do veneno, como fosfolipases,
promovem a liberacdo de corticosterdides e resposta de fase aguda ao estimulo. Histamina,
cininas, eicosandides, fator de ativacdo plaquetério, catecolaminas e endotelina estdo
envolvidos como mediadores. Metaloproteinases dependentes do zinco induzem a liberacdo
inicial de fator de necrose tumoral. Todos esses mediadores sdo 0 passo inicial para o

desenvolvimento de complicagdes teciduais renais, incluindo a IRA (SITPRIJA, 2012).
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Por se tratar de um experimento que utilizou-se o veneno total de Bothropoides
pauloensis, ndo se pode afirmar qua a reducdo da PP observada é devida a um componente
especifico. Mesmo com essa limitacdo, mediadores como Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF-a), interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-10 e intérferon-gama (INF-y), podem estar
envolvidos nesse processo de diminuicdo da PP, uma vez que peconhas geralmente induzem a
liberacdo dessas substancias (CRUZ et al., 2008). Pode haver ainda compostos que exergam
acdo direta no tecido renal. Em relacdo ao supracitado, os peptideos potenciadores da
bradicinina, juntamente com a liberacdio dos mediadores inflamat6érios com acdo
vasodilatadora, poderiam estar envolvidos na reducdo da pressdo de perfusdo observados
nesse estudo, em particular na concentracdo de 10 pug/mL, pois esses parametros ndo foram
alterados pela concentracdo de 3 pg/mL, podendo ser justificado pela propria concentracdo
experimental utilizada, que é significativamente menor, ndo sendo capaz de modificar tais
parametros vasculares (ndo foi suficiente para liberar mediadores em quantidade suficiente

para diminuir a PP).

Esses mediadores inflamatérios com potencial relaxante podem ter contribuido
também para a reducdo da Resisténcia Vascular Renal (RVR), na concentracdo de 10 pg/mL,
tornando-se significativa na concentracdo de 3pg/mL no tempo de 120 min. Esses resultados
tornam a identificacdo de moléculas enddgenas e exdgenas cada vez mais importante para

elucidarmos esse complexo mecanismo do ténus vascular.

A reducdo do RFG e do FU, pode ser correlacionado com a diminuicdo da PP e da
RVR, no caso da concentracdo de 10 ug/mL, 0 que pode ter ocasionado isquemia em algumas
areas dos rins, e dessa forma promover lesdo renal de modo indireto e também por acéo
citotoxica direta do veneno. Na concentragdo de 3ug/mL, também se observa a reducdo dos
parametros anteriormente citados, porém nao ha uma relacdo direta com a diminuicdo da PP,
ja que essa concentracdo ndo foi capaz de modificar esse parametro vascular, podendo ser

resultado entdo de uma acéo direta do veneno.

Ressaltando-se, novamente, a participacdo do NO, além de ser um agente
vasodilatador, alterando a hemodinamica renal, ele também participa do controle de fluidos
extracelulares. Esse mediador exerce um papel importante na excrecdo renal. Um estudo no
qual se inibiu experimentalmente a producdo de NO, resultou em diminui¢do da irrigacéo
renal e na diminuicdo do transporte de sddio, demonstrando que esse mediador estimula a
excrecao de sodio (SANTHOSH et al., 2013).
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A literatura também destaca que 0s venenos Botropicos sdo extremamente lesivos aos
tubulos renais (SITPRIJA, 2012). Os efeitos renais no envenenamento ofidico podem ser
decorrentes de coagulacdo intravascular disseminada, acdo nefrotoxica direta pela atividade
proteolitica do veneno ou a espasmos dos vasos sanguineos decorrentes da liberacdo de
substancias vasoativas (CHAIYABUTR; SITPRIJA, 1999; CALGAROTTO et al., 2008).
Vaérios autores concordam que a acdo proteolitica dos venenos botropicos tem um importante
papel citotdxico em varios tipos celulares (DAMICO, 2007; GUTIERREZ e LOMONTE,
1995), induzindo liberacdo de uma série de mediadores inflamatdrios com propriedades
vasoativas (CHAVES et al., 2005). Ja foi demonstrado que o veneno de Bothropoides
pauloensis apresenta uma intensa atividade proteolitica (OLIVEIRA et al., 2009), podendo
desta forma, provocar efeitos deletérios no epitélio tubular renal. O préprio acimulo de
proteinas nos tlbulos pode estar impedindo a reabsorcdo de Na’. O aumento da
permeabilidade (possivelmente com o envolvimento do PAF ou mediadores inflamatorios,
como histamina) pode estar ocasionando 0 extravasamento de proteinas, tornando-se lesivo
aos tubulos renais. Todos esses fatores citados podem estar contribuindo para a perda da
funcdo de transporte das células epiteliais renais, diminuindo dessa forma o transporte de
eletrolitos como sodio, cloreto e potassio observados nesse estudo (em ambas as

concentracgdes).

Neste trabalho, o estudo da histologia renal é compativel com um efeito citotoxico
direto do VBp. As alteracfes nos tdbulos renais se mostram mais pronunciadas na maior
concentracdo (10 pg/mL). Observou-se deposicdo proteinacea em tabulos proximais, distais,
coletores e alca de henle, podendo, assim, justificar a diminui¢do do transporte de eletrolitos

(sddio, cloreto e potassio). Apresentando glomérulos, intersticios e vasos normais.

A auséncia de achados glomerulares discordam de pesquisas realizadas por Boer-Lima
(2002) que observou alteracbes glomerulares ao estudar o veneno da serpente Bothrops
moojeni, porém corroboram com outros resultados encontrados como Bothrops lutzi
(SOUSA, 2010). Essa divergéncia pode ser devido a variabilidade dos componentes dos
venenos estudados. No caso de Boer-Lima 2002, deve-se dar atencdo especial ao protocolo
experimental (utilizacdo de animais in vivo), uma vez que se atribui o depdsito de proteinas,
como hemoglobina, a mioglobina e a fibrina, nas estruturas glomerulares, ao desenvolvimento
de um quadro de glomerulonefrite e alteragcdes funcionais e morfoldgicas dessas estruturas
(SITPRIJA, 2012). Ressaltando que o nosso protocolo experimental é em 6rgdo isolado e que

na solucdo perfusora ndo ha células e a Unica proteina presente € a aloumina bovina. Isso pode
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ter contribuido para a ndo observacdo de possiveis degeneracdes glomerulares e de células

mesangiais.

Ainda nos achados histolégicos, observou-se a discreta presenca de nlcleos tubulares
picnéticos. Sugerindo um possivel mecanismo apoptoético/dano celular direto as células
tubulares. Podendo ser conseqliéncia de uma hipoperfusdo promovida pelo veneno. Dessa
forma, a hipoperfusdo seria devido a diminuicdo da PP e RVR.

Vaérios estimulos podem levar as células tubulares renais a apoptose: injaria celular
desencadeada pela isquemia/hipoxia (propria hipoperfusdo), estresse oxidativo, danos ao
DNA, deficiéncia de fatores de crescimento, perda de adesdo celular, entre outros (TAIT e
GREEN, 2010).

O processo de necrose ndo foi levantado, pois ndo havia indicios de infiltrados
inflamatdrios, o que iria diferenciar do processo de apoptose, porém, ressaltando-se
novamente a metodologia empregada, na solucéo perfusora ndo ha células, impossibilitando a

visualizacao desses infiltrados.

Para analise da possivel via de morte celular , realizamos as seguintes metodologias:
analise do efeito apoptotico e necrotico por citometria de fluxo, medida do potencial de
membrana mitocondrial (A¥m) ¢ geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), assim

como a analise morfologica celular.

Uma das primeiras indicagdes que as mitocondrias participam da regulacdo de
apoptose originou-se da observacao de que em Caenorhabditis elegans CED -9 ( o ortélogo
verme de linfoma de células B humano 2 (BCL-2), um componente do ndcleo maquinaria

apoptotica, estd amarrado a membrana mitocondrial externa (KROEMER, 2012).

Inicialmente, pensava-se que as mitocondrias funcionavam como mero sinalizador
nesse contexto, mas logo se evidénciou que elas participavam ativamente da morte celular
programada, abandonando entdo a visdo simplista de que as mitocdndrias sdo puramente
organelas metabdlicas (KROEMER, 2012).

A descoberta do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) constitui um passo
inicial e irreversivel de maltipla cascatas de transdugdo que conduzem a morte da célula por
apoptose. Desde entdo, as vias de sinalizacdo para apoptose através da perturbacdo da

permeabilidade de membrana mitocondrial externa, tem sido extensivamente caracterizadas.
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Assim, as mitocondrias ocupam uma posicdo central na regulacéo e execucdo da morte celular
Deste modo, os eventos que alteram o potencial mitocondrial, estdo associados com uma
grande variedade de patologias humanas , incluindo doencas infecciosas , condicGes de
isquemia, distUrbios neurodegenerativos e cancer (TAIT e GREEN, 2010).

Além disso , tornou-se recentemente claro que mitocéndrias sdo capazes de emitir uma
série de sinais intracelulares de perigo para alertar a célula de perturbagdes na homeostase
mitocondrial . Estes incluem, mas sdo ndo se limitando a estes, produtos metabdlicos do
DNA mitocondrial (mtDNA), como as espécies reativas de oxigénio ( ROS) e proteinas
codificadas pelo nicleo (KROEMER, 2012).

Realizou-se o estudo do efeito do VBp em diferentes concentracdes sobre células
tubulares renais MDCK, que trata-se de uma linhagem de células com caracteristicas
morfoldgicas e funcionais semelhantes as células do tubulo coletor e/ou distal de mamiferos
(COLLARES-BUZATO, SUEUR e CRUZ-HOFLING, 2002). Utilizamos o ensaio de MTT,
técnica largamente usada para verificar a capacidade de reducdo mitocondrial e viabilidade
celular (MOSMAN et al., 1993). Observamos uma reducdo significativa da viabilidade
celular, em todas as concentracdes estudadas (C150=7,5 ug/mL). Resultado que corrobora
com outros dados descritos na literatura. Nascimento et al., (2007) avaliaram a citotoxicidade
da peconha de Bothrops alternatus, Collares buzato et al., (2002) estudos com a Bothrops
moojeni e Moraes et. al., 2013, com a Bothrops leucurus, todos em células MDCK, também
verificaram reducédo da viabilidade celular.

Os experimentos para o estudo de inducdo de apoptose e de necrose foram realizados
com Kit para detec¢do de morte celular que permite a marcacdo das células com anexinaV-
FITC, que caracteriza a apoptose e iodeto de propideo (PI) que caracteriza necrose. Foi
observado nesse ensaio 0 aparecimento de trés populacdes celulares: células viaveis, ndo
marcadas com Pl ou anexina-FITC; células apoptdticas, detectadas pela ligacdo especifica da
anexina-FITC a fosfatidilserina translocada para o folheto externo da membrana plasmatica; e
células marcadas duplamente, consideradas células que passaram pelo processo de inducgédo
apoptotica e, por ndo terem sido fagocitados, sdo lisados e entram em necrose secundaria (ou
apoptose tardia).

Mora et al., (2005), ao estudarem a citotoxidade de PLA, miotoxicas sobre células
linfoblastoides, verificaram que em concentracfes elevadas da toxina, a morte ocorreu
predominante por necrose, caracterizada por rompimento da membrana plasmatica e

tumefacdo mitocondrial. Em concentragdes menores, a toxina induziu apoptose. Os autores
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concluiram que o tipo de resposta citotoxica predominante observada, ou seja, apoptose ou
necrose, depende da concentracdo da toxina e, consequentemente, da extensdo da lesdo da

membrana plasmatica.

Estudos recentes tém demonstrado que o inicio do processo necrético pode depender
da concentragdo do composto usado e da duragdo do tratamento, considerando que a indugédo
de necrose € uma resposta tardia relativa ao acontecimento da apoptose. Assim eventos
intracelulares que levam a apoptose e necrose podem ocorrer sequencialmente, onde numa
concentracdo relativamente baixa do composto pode ocorrer colapso do potencial de
membrana mitocondrial e posteriormente, usando uma maior concentracdo, ocorre

rompimento de membrana plasmatica, levando ao processo necrotico (ROY, 2006).

No caso do nosso estudo, o resultado sugere que o principal tipo de morte induzido
pelo VBp na concentracdo utilizada (C150), no tempo de 12 horas, foi por indugdo de
apoptose.

Outra importante caracteristica associada a morte celular por apoptose € o potencial de
membrana mitocondrial (A¥m). O aumento da permebilidade da membrana mitocondrial, que
poder ser consequéncia do aumento de espécies reativas de oxigénio ou aumento de [Ca2']c,
é considerado um indicador de dano mitocondrial e € geralmente definido como um estagio
inicial de apoptose (SMAILI et al., 2003). Assim no presente trabalho, decidimos investigar se
0 VBp na concentracdo de 7,5 pg/mL (Clsp) seria capaz de sensibilizar as mitocondrias.
Verificamos que nesta dose o veneno promoveu despolarizacdo mitocondrial, o que é um
indicio de morte celular por apoptose. A literatura relata que as peconhas ofidicas causam
apoptose em uma variedade de células (SUHR; KIM, 1996), e este efeito é mediado por
componentes como LAAO (ANDE et al.,2006; ALVES et al., 2008; NAUMANN et al., 2011),
metaloproteinases (GUTIERREZ et al., 2005; TANJONI et al., 2005; MOURA-DA-SILVA, et
al., 2007) desintegrinas (COMINETTI et al., 2003; SELISTRE-DE-ARAUJO et al., 2005) e
fosfolipases A, (HIGUCHI et al., 2008; GUTIERREZ e OWNBY, 2003).

Nosso estudo também revela a geracdo de EROs pelo VBp na concentracdo de 7,5
pg/mL. A exposicdo a grande quantidade de EROs induz a morte celular por necrose, enquanto
que o estresse oxidativo menos grave leva a apoptose. Pois a grande quantidade de EROs pode
causar danos oxidativos diretos para a célula e seus componentes levando a morte por necrose.
Com relacéo a apoptose, 0 aumento nos niveis de EROs leva & oxidacao de lipideos, proteinas

e acidos nucléicos, aumentando o colapso do A¥Ym. A resposta da mitocondria ao dano
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oxidativo é uma via importante no inicio da apoptose. Além disso, é sabido que EROs
funcionam como segundos mensageiros na sinalizacdo da ativagcdo das caspases 9 e 3,
caracterizando uma via intrinseca de ativacdo (GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007)

As alteracdes morfoldgicas encontradas também sdo caracteristicas de morte celular por
apoptose, tais como tumefacéo celular, deposicao de restos celulares (detritos), aparecimento
de nucleos desnudos, reducdo do volume (picnose) e condensacdo nuclear, células com
prolongamentos citoplasmaticos, corpos apoptéticos, blebbing, aumento do nimero de células

vacuolizadas.

Os resultados obtidos e apresentados nesta dissertagdo demonstram o potencial
citotoxico renal do veneno da serpente Bothropoides pauloensis. Desta maneira, estudos
futuros podem corroborar para 0 uso deste veneno como potencial ferramenta de inducéo de

morte celular programada.
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6. CONCLUSOES

O veneno de Bothropoides pauloensis na dose de 3ug/mL e 10ug/mL alterou os
parametros funcionais renais com reducédo da PP, RVR, FU e RFG.

Reduziu os transportes tubulares percentuais de sodio, cloreto e potéssio.

Andlise histopatolégica evidenciou: alteragdes na arquitetura renal, principalmente a
nivel tubular, apresentando espaco intersticial e vascular integros, assim como 0s
glomérulos.

O VBp foi capaz de diminuir a viabilidade celular nas condi¢des de estudo em células
MDCK.

O principal tipo de morte celular observado foi caracteristico de inducéo de apoptose,
ocorrendo alteracdo do potencial de membrana mitocondrial e geracdo de espécies
reativas de oxigénio, apresentando alteracdes morfologicas em células tratadas com o

VBp, caracterizando apoptose.
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From the leaves of Solanum campaniforme (Solanaceae), eight solanidane alkaloids were isolated, four of
which contain a p-hydroxyphenylethylamine unit. Their structures were established as: 223,23 f-epoxy-
solanida-14-dien-3-one; 229,23q-epoxy-10-epi-solanida-14,9-trien-3-one; 224,230-epoxy-solanida-4-
en-3-one; 22p 23p-epoxy-solanida-4-en-3-one; ( E)}-N-[ 8(4-hydroxy phenyljethyl]-220,23¢-epoxy-solan-
ida-1,49-tren-3-imine;  (E)}-N-[8(4-hydroxyphenyljethyl]-225,23u%-epoxy-solanida-1,4-dien-3-imine;
(Z)-N-| 8'(4-hyd roxyphenyl Jethyl]-220 230-epoxy-solanida-1,4 9-tren-3-imine and (Z)-N-[8'(4-hydroxy-
phenyljethyl]-220,23o-e poxy-solanida-1,4-dien-3-imine. All structures were determined using spectro-
scopic techniques, such as 1D and 2D NMR, and HRESIMS. The cytotoxicity and the antiophidic
activities of the alkaloids were evaluated. The alkaloids did not show any cytotoxicity, but inhibited the
main toxic actions of Bothrops pauloensis venom.
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