UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

i s Al A ks
ot T
e

iy
3

cre SR
—' ;H' | /

CURITIBA
2012



ANNA GABRIELLE GOMES COUTINHO

EFEITOS DO ANTIBIOTICO AMINOGLICOSIDEO GENTAMICINA EM CELULAS
TUBULARES RENAIS (MDCK — C11)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés —
graduacdo em Fisiologia, Departamento de
Fisiologia, Setor de Ciéncias Biologicas,
Universidade Federal do Parana para a obtencao

do titulo de Mestre.

Orientador(a): Prof®. Dra. Ana Lucia Tararthuch.

CURITIBA
2012



0 L Ministério da Educagéao = z =
"""l"'l-I:l'H'l- il UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA Biologicas
e e Setor de Ciéncias Biolégicas es, @¥%%, %%, ¢®*
UFP R Departamento de Fisiologia & O, L
ONWERSIGADE FEDERAL GO PARANA Programa de Pés-Graduagéo em Fisiologia *8T  ‘epn  Cee®T 0o

PARECER

Os abaixo-assinados, membros da Banca Examinadora da Defesa de Dissertagdo de
Mestrado, a qual se submeteu ANNA GABRIELLE GOMES COUTINHO para fins de
obter o titulo de Mestre em Fisiologia pela Universidade Federal do Parand, sdo de

parecer uninime & AFPROVA CAJ do académico.

A obtengdo do titulo esta condicionada a implementacdo das corre¢des sugeridas pelos
membros da banca examinadora e ao cumprimento integral das exigéncias estabelecidas

no Regimento interno deste Programa de Pos-Graduagdo.

Curitiba, 29 de agosto de 2012

)

-

Professora Dotitora Célia Regina Cavichiolo Franco
UFPR- Membro Titular

OA.',Q.A A Q—&.ﬂu\/\,‘mf C arne e L Sl e
Professora Doutora Luciene Lacroix
UFPR - Membro Titular

[
WZ/N
. Préfessora Doutora Ana Lucia Tararthuch
UFPR - Orientadora e Presidente da Banca Examinadora

Centro Politécnico — Caixa Postal 19031 — CEP: 81531-990 — Curitiba/PR
Telefones: (41) 3361-1714 — Fax (41) 3361-1714 — fisiologia@ufpr.br
www.bio.ufpr.br



AGRADECIMENTOS

Dedico este trabalho a todos aqueles que estiveram presentes de alguma
forma em minha vida e me influenciaram de alguma maneira em minhas escolhas.

A minha mae, Cristiane Gomes Coutinho, que durante todo o curso de
Mestrado sempre me incentivou a continuar e sempre se orgulhou por eu dar
continuidade a Graduacao em Ciéncias Bioldgicas.

A minha avé, Ana Maria Rocha Gomes, que cuidou de mim com muito
carinho durante os dias de escrita da tese, quando o tempo é muito precioso.

Ao meu namorado, Fernando Maicon D’Aquino, que sempre deu valor a
minha pesquisa, pois sabe quanto o estudo é importante na vida de uma pessoa.

Agradeco muito a minha amiga e colega de laboratério, Priscilla Marys
Costa dos Santos, que sempre me ajudou no desenvolvimento dos experimentos
e, com sua maior experiéncia no laboratério, sempre foi muito prestativa em me
auxiliar todas as vezes que precisei.

A Prof. Dr2 do Departamento de Biologia Celular, Célia Regina Cavichiolo
Franco, que contribuiu muito para esta tese de Mestrado, juntamente com sua co-
orientada do Doutorado em Biologia Celular, Stellee Biscaia.

Um agradecimento mais que especial a minha orientadora Prof. Dr2. Ana
Lucia Tararthuch, que me recebeu no Programa de P6s-Graduacao em Fisiologia
com muito carinho e paciéncia. Agradeco por ter sido essa orientadora téao
maravilhosa que foi, sabendo dosar cobranca com compreensao.

Ao Prof. Dr. Ricardo Fernandez Perez, que com sua grande sabedoria, foi
muito importante pra mim no desenvolvimento deste trabalho.

A CAPES pelo auxilio financeiro prestado.

Ao Programa de Pés-Graduacao em Fisiologia.

A Deus, por me oferecer mais uma oportunidade de crescer na vida.



RESUMO

Ha muito ja se sabe que o antibiético aminoglicosideo gentamicina € capaz de
provocar danos em células renais. Em células tubulares proximais, receptores de
membrana promovem a endocitose da gentamicina, a qual desestabiliza a
membrana dos lisossomos. Esta desestabilizagdo da membrana lisossomal esta
ligada com o fenbmeno de apoptose. Além do mais, a gentamicina é capaz de
ativar receptor sensivel a célcio (CaSR), presente na membrana apical da célula
tubular, o qual tem sido associado com morte celular. Dentre os poucos achados
existentes sobre a acao de aminoglicosideos em células renais distais, sabe-se
da participacao de receptores de membrana do tipo TRPV (receptores de cation
nao seletivos), os quais sao capazes de interferir na captacao da gentamicina. O
objetivo do presente trabalho foi determinar a acdo da gentamicina sobre cultura
de células do ducto coletor renal (MDCK C11), com a finalidade de se estabelecer
seus efeitos sobre as concentragdes de calcio intracelular [Ca®*]i; sobre o pHi;
sobre a viabilidade celular através de modificacdes da integridade da membrana e
a citotoxicidade celular gerada pelo antibidtico. Alteracdes na [Ca®*]i e no pH;
foram determinadas utilizando-se microscopia de fluorescéncia. A velocidade de
acidificacao das células MDCK C11 quando expostas a gentamicina, foi maior do
que quando expostas a solugdo sem sodio (0,0077+0.0005 unidades de
pH/segundo e 0,0031 = 0,0003 unidades de pH/segundo, respectivamente). Estes
resultados sugerem que a gentamicina poderia provocar algum efeito sobre os
mecanismos extrusores de prétons. A [Ca®*];aumentou gradativamente quando as
células foram expostas a gentamicina por 10, 20 e 30 minutos e de forma mais
intensa quando comparado ao aumento provocado pelo gadolineo. A presenca de
Ca®" no meio extracelular mostrou-se necessaria para estimular o aumento da
[Ca?']; induzido pela gentamicina, uma vez que utilizando-se EGTA (quelante de
célcio extracelular), este estimulo desaparece. Porém, na presenca de calcio alto
no meio extracelular, o efeito da gentamicina foi abolido, indicando uma possivel
competicdo entre célcio e o antibiético. Adicionando-se um quelante de célcio de
estoques intracelulares (tapsigargina), o aumento do [Ca®'] provocado pela
gentamicina permaneceu, demonstrando que € possivel que este aminoglicosideo
seja capaz de estimular a entrada de calcio por outras vias que ndo a do CaSR.
Com Microscopia Eletrénica de Varredura, foram observadas modificagées
morfologicas do epitélio celular exposto ao antibidtico. Através de experimentos
medindo a absorbéncia do corante vermelho neutro, foi demonstrado que a
gentamicina diminui a capacidade endocitica da membrana das células. Ainda,
com o método do MTT (Thyazolyl Blue Tetrazolium Bromide), foi possivel
observar um aumento da atividade mitocondrial provocada pelo antibi6tico.

Palavras-chave: células MDCK C11; gentamicina; [Ca®']i; (pH).



ABSTRACT

It is well known that the aminoglycoside antibiotic gentamicin is capable of causing
damage to kidney cells. In proximal tubular cells, membrane receptors promote
endocytosis of gentamicin, which destabilizes the membrane of lysosomes. This
destabilization of the lysosomal membrane is connected with the phenomenon of
apoptosis. Moreover, gentamicin is able to activate the calcium sensitive receptor
(CaSR) present in the apical membrane of tubular cell, which has been associated
with cell death. Among the few existing findings about the effect of
aminoglycosides in distal renal cells, it is known the participation of membrane
receptors like TRPV (non-selective cation receptors), which are capable of
interfering in the uptake of gentamicin. The objective of this study was determine
the action of gentamicin on cultured cells of the kidney collecting duct (MDCK
C11), in order to establish their effects on intracellular calcium concentrations
[Ca®*];; on intracellular pH (pH);, and cell viability through modifications of
membrane integrity and cellular cytotoxicity generated by the antibiotic. Changes
in [Ca**], and pH; was determined using fluorescence microscopy. The rate of
acidification of MDCK C11 cells when exposed to gentamicin was higher than
when exposed to the solution without sodium (0.0077 = 0.0005 pH units/second
and 0.0031 £ 0.0003 pH units/second, respectively). These results suggest that
gentamicin could cause some effect on proton extrusion. The [Ca®*]; gradually
increased when cells were exposed to gentamicin for 10, 20 and 30 minutes and
more intensively as compared to the increase caused by gadolinium. The
presence of extracellular Ca®* was found to be necessary to stimulate the increase
in [Ca®]; induced by the gentamicin, since using EGTA (extracellular calcium
chelator), this stimulus disappeared. However, in the presence of high calcium in
the extracellular environment, the effect of gentamicin was abolished, suggesting a
possible competition between calcium and the antibiotic. Addin% a drug that
deplates intracellular Ca?* stores (thapsigargin), the increase in [Ca®*]; induced by
the gentamicin remained, demonstrating that it is possible that this aminoglycoside
is able to stimulate the influx of calcium by other routes different than the CaSR.
With scanning electron microscopy, morphological changes were observed in
epithelial cell exposed to the antibiotic. Through experiments by measuring the
absorbance of the dye neutral red, it was demonstrated that gentamicin diminishes
endocytic ability of cell membrane. Furthermore, with the MTT method (Thyazolyl
Blue Tetrazolium Bromide), it was observed an increase in mitochondrial activity
caused by the antibiotic.

Keywords: MDCK C11 cells; gentamicin; [Ca®*]i; (pH)i.
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1. INTRODUCAO

1.1.GENTAMICINA

A gentamicina, que é o foco principal deste trabalho, € um antibi6tico
aminoglicosideo que possui um largo espectro de acao contra bactérias Gram-
negativas (Pseudomonas, Proteus, Serratia), sendo sua utilizagdo recomendada
em casos mais graves. (BALAKUMAR, ROHILLA e THANGATHIRUPATHI).

Desde o desenvolvimento dos aminoglicosideos, por volta de 1940, estes
sdo preferencialmente utilizados na terapia antimicrobiana. A gentamicina foi
descoberta em 1963 e continua sendo bastante utilizada, apesar da
disponibilidade de outros aminiglicosideos como a amicacina, netilmicina,
canamicina, tobramicina e outros. Além de ter um baixo custo, a popularidade da
gentamicina se deve ao fato de ser bastante eficaz, demonstrando uma baixa
resisténcia antimicrobiana (SANTUCCI e KRIEGER, 2000). Nas bactérias, o
aminoglicosideo se liga ao RNA ribossomal e induz erro no processo de tradugéao
e a inibicdo da sintese de proteinas, resultando na morte das bactérias (DAVIES e
DAVIS, 1968; NOLLER, 1991). Porém, ocorrem restricoes para sua utilizacao
devido a nefrotoxicidade e ototoxicidade causadas pela gentamicina. A
nefrotoxicidade € mais facilmente revertida apds termino do tratamento, devido a
capacidade de proliferacdo das células tubulares renais.

No inicio da década de 60 ocorreu a explosdao comercial do uso
terapéutico da gentamicina. Cerca de 50% dos individuos que faziam uso deste
antibiético apresentavam insuficiéncia renal aguda (IRA). Desde que foi
descoberto que a gentamicina é capaz de provocar diversos danos aos pacientes
tratados, um grande numero de trabalhos foi desenvolvido para tentar entender
seus efeitos ototoxicos, nefrotoxicos e também em outros tipos celulares. Ja ao
final da década de 60 comecaram a aparecer relatos baseados em estudos
experimentais sobre os efeitos nefrotdxicos dos aminoglicosideos (FALCO,
SMITH e ARCIERI, 1969).
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Na década de 80 ja procurava-se saber a localizacdo da gentamicina
dentro das células afetadas e, também, as alteracbes enzimaticas causadas
durante o tratamento. Morin et al. (1980) demonstraram que a gentamicina,
comparativamente aos demais segmentos do néfron, se acumula de forma mais
intensa no tubulo proximal de coelhos. Nestas células, promove diminuicdo da
atividade de enzimas da borda em escova e dos lisossomos.

Coimbra e Lachat (1988) também demonstraram a acdo do
aminoglicosideo no tubulo proximal, evidenciando que a albuminuria presente em
ratos tratados com gentamicina estaria relacionada a uma mudancga na carga das
proteinas, de modo a interferir no processo de reabsorcao tubular.

Jensen-Smith, Hallworth e Nichols (2012) demonstraram que a
gentamicina, em células ciliadas da céclea da orelha interna de camundongo, é
capaz de rapidamente inibir o metabolismo mitocondrial, levando a lesédo coclear
e futura perda auditiva. Também trabalhando com células da orelha interna, Chen
e Wang (2011) demonstraram que, em células dos canais semicirculares, o
antibiético afeta a funcao de percepcao de alta frequéncia.

Francescato et al. (2012) trataram ratos com gentamicina e notaram um
grande aumento na excrecao de sodio e potassio, um aumento na creatinina
plasmatica e na concentracdo de uréia, um grande numero de macréfagos e
mondcitos e também muitas lesées presentes no cortex renal. Todos sdo indicios
de que a funcao renal fica prejudicada com o uso do aminoglicosideo.

Segundo Shen, Chou e Chiu (2003), o antibidtico é capaz de interferir
num processo celular regulador de volume: a regulacao da diminuicao do volume
celular (RDV), em uma linhagem de células de céncer cervical humano. Este
processo é acionado quando uma célula é exposta a um ambiente hipoténico e
sofrendo, portanto, um estresse osmatico. A gentamicina, nestes casos, retarda a
RDV por inibir a entrada de ions calcio do ambiente extracelular através de canais
de Ca?* ativados por estiramento e, também, por inibir a atividade dos canais de
ions CI reguladores de volume (sendo ambos 0s processos necessarios na RDV).
Estes mesmos autores cultivaram células MDCK (Madin-Darby canine kidney),
semelhantes as do ducto coletor, e verificaram que, quando estas sdo expostas a
um antibiético analogo a gentamicina, a estreptomicina, também ocorre uma

diminuicdo na RDV, de forma semelhante as células de cancer cervical.
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Entretanto, em condi¢cdes normais, a gentamicina tem acdo agonista
sobre receptores sensiveis a calcio (CaSR), (WARD, MCLARNON e RICCARDI,
2002), o que contribui para o processo de morte celular (MOESTRUP et al., 1995;
WEGIERSKI et al, 2009), estando esses aspectos envolvidos no
desenvolvimento da IRA. Atualmente, a nefrotoxicidade induzida pela gentamicina
ocorre em cerca de 10 a 20% dos tratamentos, sendo que, a evolugdo da IRA
(caracterizada pela depressdo da taxa de filtragcdo glomerular) normalmente se
manifesta apds 5 a 7 dias de tratamento (QUIROS et al., 2011). Nos pacientes
tratados por mais de 14 dias, a nefrotoxicidade chega a aparecer em cerca de
50% deles, resultando num aumento da morbidade durante e apds o término do
tratamento (MYRDAL e STEYGER, 2005).

1.2.CELULAS MDCK - C11

As células MDCK, derivadas do rim de cachorro normal (Cocker Spaniel)
por Madin-Darby em 1958, estdo entre as mais bem caracterizadas células do
epitélio renal. Fazem parte de uma linhagem de células permanentes do néfron
distal, mais especificamente do ducto coletor. Sdo comumente utilizadas como
modelo para estudos envolvendo polarizacao epitelial, formacédo e regulacdo de
tight junctions, transporte transepitelial, mecanismos de infec¢ao, propriedades e
regulacao de canais i6Gnicos, etc. Apresentam, na membrana apical, mecanismos
de transporte como trocador Na*/H*, H*- ATPase, H*/K*- ATPase e trocador CI
/HCO3', bem como canais para ClI" e K*. Na membrana basolateral foi verificada
atividade do co-transportador Na*-K*-2CI, Na*/K*- ATPase, trocador Na*/Ca*",
canais para K* e Ca®. A diferenca de potencial transepitelial é de
aproximadamente —50 mV (limen negativo) e a resisténcia esta entre 200 e 4000
Q/cm? (LANG e PAULMICH, 1995). Sao células capazes de secretar Cl e H*. As
MDCK néao representam uma populagdo homogénea de células, pois ja foram
descritos varios clones, particularmente os subtipos C7 e C11. C7 séo células
baixas, poligonais, com espacos intercelulares pouco nitidos e nucleo visivel.
Apresentam uma alta resisténcia (>4000 Q/cm?), sdo secretoras de K™ e tém
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sensibilidade ao amiloride e a aldosterona. C11 sao células altas, poligonais, com
espacos intercelulares nitidos e nucleo invisivel. Tém baixa resisténcia, em torno
de 330 Q/cm? (GEKLE et al., 1994).

E possivel relacionar estes dois tipos de células MDCK citados a dois
tipos de células predominantes no ducto coletor. O ducto coletor possui células
principais e intercalares. As principais, em maior niumero, sdo responsaveis pela
reabsorcdo de ions Na* e secrecdo de ions K. J& as células intercalares, as
quais tém sua frequéncia diminuida a proporcdo que o tubulo desce a parte
medular do rim, pode ser ainda de dois tipos, alfa e beta. As intercalares alfa
possuem uma H*- ATPase na membrana luminal, tornando-as responsaveis pela
secrecao ativa eletrogénica de H*. Além disso, também sao responsaveis pela
reabsorcdo de K" através de uma H"\K* — ATPase. As do tipo beta caracterizam-
se por secrecdo de ions bicarbonato (MELLO-AIRES, 2008). Deste modo, é
possivel relacionar o subtipo C7 com as células principais e o subtipo C11 com as

células intercalares do ducto coletor.

1.3. O PROCESSO INFLAMATORIO NA DOENCA RENAL

A insuficiéncia renal é caracterizada por alteracdes das funcbes dos rins,
nas quais esses 0rgaos sao incapazes de eliminar as substancias toxicas do
sangue de forma adequada. Além disso, a importante participagdo do rim no
equilibrio hidroeletrolitico e no equilibrio acido-base, pode também estar
comprometida. As causas da insuficiéncia renal sdo iniUmeras, onde algumas
acarretam diminuicéo rapida da funcao renal (insuficiéncia renal aguda), enquanto
outras acarretam diminuicdo lenta e gradual da funcéo renal (insuficiéncia renal
cronica). O termo insuficiéncia renal aguda (IRA) é normalmente utilizado para
danos renais ocasionados por isquemia e por agentes nefrotéxicos (drogas como
a gentamicina e venenos). A IRA abrange uma série de condigdes clinicas
caracterizadas por retencdo de compostos nitrogenados, associados com reducao
de volume urinario (SCHOR, BOIM e SANTOS, 1997).
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Nos ultimos anos, mais atencao tem sido dada a presenca de processos
inflamatérios em diversos tipos de lesdo renal progressiva (NOLASCO et al.,
1987). A progressao da patogénese da doenca renal levando a faléncia renal
ainda é em parte desconhecida, mas é bem caracterizado o desenvolvimento de
glomeruloescleroses, injurias tubulointersticiais e acumulo de matriz extracelular.

Apesar de fatores mecéanicos como hipertrofia e hipertensdo glomerular
contribuirem na progressao da doenca renal, lesées tubulares ndo podem ser
simplesmente interpretadas como sequelas isquémicas da esclerose glomerular.
Ha evidéncias crescentes de que células inflamatérias tém papel critico na
progressao da doenca renal. A inflamacao tubulointersticial promove um influxo e
proliferacdo de células inflamatérias, as quais migram impulsionadas pela
expressao quimiocinas e moléculas de adesao, produzidas por células tubulares
que sofreram injurio (Figura 1, modificada a partir de NORONHA, 2002). Estas
células inflamatorias sdo capazes de produzir uma série de mediadores locais
inflamatérios e ativar células tubulares e outras células intrinsecas renais.
Mediadores derivados de linfocitos, como o interferon gama, aumentam a
expressao de proteina MHC, o que permite as células tubulares atuarem como
apresentadoras de antigenos. Além disso, o interferon gama é uma molécula
capaz de ativar macréfagos (principais leucécitos encontrados no tecido renal
lesionado), que por sua vez irdo ativar a producdo de uma série de fatores de
crescimento, considerados importantes mediadores no processo de fibrogénese.

A fibrogénese, mediada por fibroblastos, € uma resposta ao dano no
tecido renal e ao processo inflamatério. Na doenca renal progressiva, a fibrose
nao pode ser contida. Pelo contrario, o processo se perpetua e € caracterizado
por um persistente processo inflamatério, cicatrizacao tecidual e destruicdo da
arquitetura original do rim. Os fibroblastos sintetizam uma variedade de
componentes de matriz extracelular (RUIZ-ORTEGA e EGIDO, 1997). A
superproducao de proteinas leva ao excessivo acumulo de colageno e a fibrose.

Um mediador local que participa na doenca renal progressiva, a
Angiotensina I, deve ser considerado. Além de seus efeitos hemodinamicos, a
Angiotensina |l exerce sua acdo em células que participam do processo
inflamatério e da fibrose tecidual. Este mediador age como um fator de
crescimento, aumentando a proliferacao de fibroblastos e de células mesangiais e
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estimulando sintese de matriz extracelular. A Angiotensina Il € capaz ainda de
estimular a proliferacéo de células T (NORONHA, FUJIHARA e ZATS, 2002).

Hipertensao, Diabetes, Drogas (Gentamicina), Reducio da massarenal.,
etc.

Insulto Inicial

Quimiocinasc
moléculasde adesdo

Processo
Inflamatorio -
e ‘e @
-~ Mediadores Inflamatarios
@ ] = | Locais (fatores de
crescimento, citocinas)

macrofagos linfécitos  Célula

tubular J

FIBROSE

i

FALENCIA RENAL

Figura 1: Progressao do processo inflamatério em células renais levando a faléncia renal. A partir
de um insulto inicial, como o uso do antibiético gentamicina, as células que sofreram o injurio,
principalmente tubulares, produzem quimiocinas e moléculas de adesédo capazes de atrair células
da resposta imune. Estas células (macréfagos e linfécitos), juntamente com as préprias células
tubulares afetadas, produzem mediadores inflamatérios locais que acabam levando o tecido renal
a fibrose e, consequentemente, a faléncia renal. Modificada a partir de Noronha, 2002.

1.4.EFEITOS DA GENTAMICINA NO GLOMERULO E EM CELULAS
MESANGIAIS

A nefrotoxicidade da gentamicina pode ser associada tanto a danos
glomerulares quanto tubulares, sendo mais frequente o aparecimento de danos
tubulares proximais (SERVAIS et al., 2005).
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A gentamicina é normalmente administrada via endovenosa e néo €
metabolizada, sendo filtrada facilmente pelo glomérulo renal. O rim € um alvo
comum para téxicos xenobioéticos devido a sua capacidade de extrair e concentrar
substancias e por receber uma grande parte do débito cardiaco (20%). Quando
drogas como a gentamicina sdo administradas em animais experimentais, ocorre
uma queda na taxa de filtracdo glomerular (TFG), aumento da resisténcia vascular
renal e uma diminuicdo do coeficiente de ultrafiliragcdo (K;). O K; é a medida do
produto da condutividade hidraulica e da éarea de superficie dos capilares
glomerulares. N&o pode ser medido diretamente, mas € estimado
experimentalmente pela divisdo da taxa de filtracdo glomerular pela presséo
liquida de filtragao (GUYTON e HALL, 2006; MELLO-AIRES, 1999). A regulagao
do K¢ é um fendmeno dinamico que depende principalmente do grau de contragcéao
das células mesangiais intraglomerulares.

As células mesangiais, localizadas na parede vascular do centro do tufo
glomerular, cercando as alcas capilares, tém muitas das propriedades das células
musculares lisas. Servem como suporte estrutural aos capilares glomerulares,
secretam a matriz extracelular, apresentam atividade fagocitica (removendo
macromoléculas do mesangio) e secretam prostaglandinas e citocinas pro-
inflamatérias. Por estarem adjacentes aos capilares glomerulares e terem a
capacidade de se contrair, as células mesangiais tém influéncia na TFG,
regulando o fluxo sanguineo que passa pelos capilares, ou alterando a area de
superficie capilar (ou seja, alteram o K;) — (BERNE e LEVY, 2009). A contragéo e
o relaxamento das células mesangiais podem ser alterados tanto por substancias
endogenas como exégenas. Tem-se observado que substincias nefrotoxicas
como a gentamicina sado capazes de alterar o K; induzindo contracao, proliferacéo

e aumento da concentracdo de calcio intracelular [Ca?'];

nas células mesangiais.
A proliferagdo pode ser interpretada como uma resposta de reparo ao dano
causado pela gentamicina aos compartimentos mesangiais ou adjacentes a estes.
Simultaneamente ao seu efeito proliferativo, a gentamicina também é capaz de
causar a apoptose de células mesangiais, sem ocasionar, portanto, grandes
mudancas do numero de células glomerulares. A reducdo da superficie de

ultrafiltracdo glomerular, induzida por contragcdo glomerular, poderia ser uma
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condizente explicacdo para o decréscimo da TFG apds tratamento com
antibiéticos aminoglicosideos.

Células mesangiais sao capazes de expressar receptores sensiveis a
célcio, (CaSR). A gentamicina é capaz de estimular contracao e proliferagdo em
culturas primarias de células mesangiais a partir do aumento da [Ca®']. A
habilidade de bloqueadores de canais de calcio de inibir a contracdo e
proliferacdo das células mesangiais, induzidas por aminoglicosideos como a
gentamicina, demonstra que este aumento do célcio livre no citosol € necessario
para ambos o0s processos ocorrerem nestas células. Agindo nos CaSR, os
aminoglicosideos induzem o mediador inositol 3-fosfato (inositol triphosphate -
IP3) a liberar célcio do reticulo endoplasmatico, resultando em um acréscimo na
[Ca®*].. Além de aumentar a concentragdo de Ca?* livre no citosol, a gentamicina
induz nas células mesangiais um aumento na ativacao, sintese e liberacao de
PAF (Platet-activating Factor) e de tromboxano A,, na producdo de ROS
(Reactive Oxygen Species), na sintese de O6xido nitrico (ON), dentre outros
mediadores intracelulares. (MARTINEZ-SALGADO, LOPEZ-HERNANDEZ e
LOPEZ-NOVOA, 2007).

1.5.EFEITOS TUBULARES DA GENTAMICINA

1.5.1. Células Tubulares Proximais

O tdbulo proximal é o local do néfron que primeiramente sofre alteracoes
histoldgicas e estruturais causadas pela gentamicina e o maior local de acumulo
da droga. O efeito nefrotéxico do antibidtico leva a perda da integridade da borda
em escova e evidente apoptose e necrose das células tubulares proximais (XU,
BAILLY-MAITRE e REED, 2005; MOESTRUP et al., 1995). O acumulo da
gentamicina no tdbulo proximal ocorre devido a existéncia de um complexo
endocitico de membrana envolvendo as proteinas megalina e cubilina. Este

receptor endocitico transporta moléculas de natureza catibnica presentes no
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ultrafiltrado tubular para dentro das células tubulares (Figura 2, modificada a partir
de MOESTRUP, 1995). Uma vez dentro das células, os aminoglicosideos alteram
a funcdo de varias organelas e também processos que sdo cruciais para a
viabilidade celular. O lisossomo € a organela onde a gentamicina mais se
acumula, apesar de ter acesso a outros compartimentos celulares como o
Complexo de Golgi, Reticulo Endoplasmatico (RE) e Citosol. (SERVAIS et al.,
2005).

Aminoglicosideo

~
Carga negativados (\’m a{\*
fosfolipideos *
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- |~
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Efeito Toxico

Figura 2: Endocitose de um aminoglicosideo através de um Complexo Endocitico de Membrana,
formado pelas proteinas megalina e cubilina. Modificada a partir de Moestrup, 1995.

1.5.2. Apoptose de células tubulares

Dentre as varias organelas subcelulares potencialmente envolvidas na
apoptose, lisossomos e mitocdndrias estao entre as principais capazes de enviar
sinais de morte celular, através da ativagdo de sensores de estresse celular
especificos (FERRI e KROEMER, 2001).
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Servais et al. (2005) demonstraram que em células tubulares proximais
LLC-PK1, expostas a gentamicina, o inicio da apoptose é precedido por
desestabilizagcdo da membrana lisossomal. A ativacdo do “caminho lisossomal
para a apoptose” — terminologia bem aceita para descrever o mecanismo que foi
primeiramente identificado em situacdes patoldégicas (GUICCIARDI, LEIST e
GORES, 2004) - consiste na ruptura da membrana lisossomal e liberacdo de
hidrolases acidas. Desta forma, o acumulo da gentamicina nos lisossomos pode
ativar morte celular programada.

A gentamicina também ¢é capaz de se acumular no Reticulo
Endoplasmatico, causando uma situacao de estresse (QUIROS et al., 2011).
Disturbios das fungdes normais do RE levam a uma resposta ao estresse celular
evolutivamente conservada, a Resposta as Proteinas Desdobradas (UPR —
Unfolded Protein Response). O intuito inicial da UPR é adaptar a célula a
mudanca do ambiente e reestabelecer as fungbes do RE normalmente. Este
mecanismo de adaptacdo envolve a expressao de determinados genes que
aumentam a capacidade das proteinas no RE de se dobrarem e, também,
promove degradacdo de proteinas nao-dobradas. Quando a tentativa de
adaptacao falha, sinais de alarme desencadeados pelo RE ativam o NF-kB
(nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells), um fator
transcricional que induz a expressao de genes envolvidos na defesa celular. O
excessivo e prolongado estresse do RE pode levar a célula a apoptose,
representando o ultimo mecanismo da UPR para eliminar células anormais do
organismo. A apoptose celular via RE, induzida pela persistente ativacdo da UPR,
pode estar envolvida com a liberacdo de Ca?* pela Ca®"/ ATPase, na membrana
do RE (XU, BAILLY-MAITRE e REED, 2005). O aumento do Ca®* citosélico ativa a
via das caspases - proteases que induzem a fragmentacdao do DNA - levando
entdo a célula a apoptose.

Além de seus efeitos téxicos via endocitose, a gentamicina é capaz de
ativar CaSR presente na membrana apical da célula tubular, o qual tem sido
associado com morte celular tubular (QUIROS et al., 2011). Segundo Ward et al.
(2005), agonistas de CaSR, como o gadolineo e a gentamicina, ativam
Fosfolipase C (PLC) em células tubulares proximais, resultando na formacéao do
IP3 e consequente liberacdo de Ca®* do RE.
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O Ca* é uma molécula de sinalizacdo muito versatil que controla
inomeras fungdes durante a vida e a morte das células. Estudos recentes tém
enfatizado o papel central do Ca?* na regulagdo da morte celular programada. O
aumento do Ca?* citosélico durante a morte celular pode surgir por hiperativagao
de canais de cation e por liberacdo de célcio do RE. Segundo Wegierski, et al.
(2009), uma significante fracdo de Ca®' liberada pelo RE é sequestrada pela
mitocbndria, a qual fica localizada estrategicamente perto dos canais liberadores
de Ca?** do RE. Durante a morte celular, sinais enviados pelo elevado Ca*
mitocondrial resultam na despolarizacdo da membrana da mitocondria e liberacao
do citocromo c. Sinais de alterac6es mitocondrias causados pela gentamicina tém
sido associados com esta liberacdo do citocromo c¢ pelas mitocéndrias. O
citocromo ¢ é uma proteina associada a membrana interna da mitocéndria e é
componente essencial na cadeia transportadora de elétrons. Uma vez liberado, o
citocromo ¢ promove a ativagcdo das caspases envolvidas na fragmentagdo do
DNA e de proteinas do citoesqueleto. (COOPER, 2002)

Ja segundo Quiros et al. (2011), a liberagdo de Ca®* pelo RE
primeiramente ativa a calpaina (protease dependente de calcio), a qual ativa a
caspase 12 (possivelmente caspase 4 em humanos) e esta sim promove a
liberacdo do citocromo ¢ pela mitocondria. Além da apoptose via citocromo c,
esses autores propdem que a liberacdo de Ca** pelo RE também resulta na
ativagdo de uma proteina quinase ativada por estresse celular, a cJun N-kinase
(UNK). Essa proteina quinase também €& capaz de induzir apoptose, porém de

forma direta, sem a participacdo da mitocédndria.

1.5.3. Células do Néfron Distal

No rim, as células tubulares proximais sdo as mais sensiveis a
citotoxicidade induzida por aminoglicosideo, pois endocitam e acumulam a droga
nas organelas intracelulares. Por outro lado, as células do néfron distal sdo mais
resistentes ao aminoglicosideo, possivelmente por nao terem uma caracteristica

endocitica tdo evidente quanto a das células proximais.



21

Existem poucos achados a respeito da acao de aminoglicosideos sobre
células distais. Myrdal e Steyger (2005) caracterizaram e validaram um
mecanismo independente de endocitose, pelo qual a gentamicina parece
atravessar a membrana plasmatica diretamente para o citoplasma e para o nucleo
de células MDCK. Estes autores determinaram a participacdo de um receptor
catibnico de membrana, o TRPV 1 - (Transient Receptor Potential vanilloid 1),
pertencente a familia dos receptores TRP (Transient Receptor Potential), como
mediador da entrada da gentamicina. O uso de moduladores da atividade deste
receptor influenciou diretamente na captacdo da gentamicina. Agonistas do
TRPV1, baixas concentracdes de calcio no meio extracelular e pH extracelular
acido, rapidamente elevaram a captacdo de gentamicina pelas células,
demonstrando que o TRPV 1 participa da captacdo do antibiético nas células
MDCK.

Existem cerca de 20 membros descritos na familia dos receptores de
membrana TRP, que atuam tanto como receptor quanto como canal iénico. Sao
canais de cation nao-seletivos, permedveis a Ca®", sendo a maioria nao-
dependente de voltagem (BENHAM, DAVIS e RANDALL, 2002). Estdo envolvidos
na homeostase do Ca®", especialmente em células que ndo sdo ativadas
eletricamente (LAUNAY et al., 2002). Os TRPs parecem atuar como mediadores
de estimulos ambientais tais como calor, frio, acidez, odores, osmolaridade,
contato, gosto, fluxo de fluidos e sons (KARASAWA et al., 2008).

Um grande diferencial entre as células tubulares proximais e as distais, é
que as do néfron distal possuem o receptor TRPV 4. O TRPV 4 é um receptor
mecanosensivel que é responsivo a pressao osmoética sistémica induzida pelo
aumento do volume celular, em meio hipotdnico. No rim, o TRPV 4 é somente
expresso nos segmentos do néfron impermeéaveis a 4gua e onde é esperado a
geragdo de um gradiente osmoético. O TRPV 4 pode mediar a captagdo dos
aminoglicosideos em diferentes linhagens de células renais, sendo sua existéncia
ja confirmada nas células MDCK. A partir de cultura de células primarias do rim de
camundongo, Karasawa et al. (2008) imortalizaram 3 diferentes tipos celulares,
sendo um deles semelhante ao néfron distal, nomeadas KDT3. Estes autores
demonstraram nestas células uma correlacdo entre diferentes concentracoes de

célcio no meio extracelular ([Ca®*],), ativacdo do receptor TRPV 4 e captacdo da
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gentamicina. Na auséncia de Ca*,, ocorre um aumento significativo da captagao
da gentamicina e maior corrente passando pelo TRPV 4, comparando com a
situacdo controle (concentragdes fisioldgicas de calcio). J& um aumento da [Ca**],
acima da fisiol6gica, diminui bastante a captacdo da gentamicina e também a
corrente no TRPV 4. Dessa forma, mais um mecanismo independente de
endocitose estaria influenciando na captacdo da gentamicina em células do

néfron distal.

1.5.4. Regulagéo do pH e o envolvimento do Ca®*;

A regulacéo tanto do pH dos liquidos corporais quanto do pH intracelular
(pHi) é essencial para a homeostase do meio interno, pois pequenas variagées
podem afetar muitas fungbes metabolicas. Nesse sentido, os rins e o0s
mecanismos de acidificacao urinaria desempenham papel central na regulacao do

pH. J4 foi demonstrado que a [Ca®*]

esta envolvida em processos de recuperacao
do pHi de células MDCK, ap6s pulso acido induzido por NH4Cl, mediada pelo
trocador Na*/H* (OLIVEIRA-SOUZA e MELLO-AIRES, 2001).

Tendo em vista o j& conhecido envolvimento do Ca®* na ac&o nefrotéxica
da gentamicina e no processo de apoptose e, também, a importante participacao
das células intercalares do ducto coletor no processo de acidificacao urinaria, a
proposta deste trabalho foi a de estabelecer relacbes entre esses aspectos, ou
seja, calcio intracelular, regulacdo do pH intracelular e apoptose, usando MDCK

C11 como modelo experimental.
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Este estudo teve por objetivo determinar a acdo da gentamicina sobre
cultura de células semelhantes as do ducto coletor renal (MDCK C11), com a
finalidade de se estabelecer os efeitos deste antibiético aminoglicosideo sobre: a)
concentragdes de calcio intracelular; b) pH intracelular; c) viabilidade celular; d)

citotoxicidade celular; e) morfologia celular.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Investigou-se mais especificamente, nas células MDCK C11:
e [Ca®']; em situacdo controle (sem gentamicina) e em células incubadas com
gentamicina;

2], esta relacionado ao aumento da entrada

e Se 0 possivel aumento do [Ca
de Ca?* do meio extracelular ou a liberagdo de estoques intracelulares de
C3.2+;

e Possiveis modificacbes do pH intracelular provocados pela exposicdo a
gentamicina;

e Viabilidade celular, através de modificacbes no processo de endocitose da
célula apdés exposicdo a gentamicina, com utilizacdo do Método do
Vermelho Neutro;

o Citotoxicidade celular, através de modificacbes do metabolismo
mitocondrial apds exposicdo a gentamicina, com utilizacao do Método do
MTT;

e Alteragcdes morfologicas das células provocadas pela gentamicina, com
utilizagcdo de Microscopia Eletrdnica de Varredura.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.CULTIVO CELULAR DO SUBTIPO C11 DE CELULAS MDCK

O subtipo (clones) C11 das células MDCK foi cultivado em Mimimum
Essential Medium (MEM) - Gibco, que contém: sais de Earle, glutamina e
aminodcidos essenciais, com adigdo de NaHCOg3; 2¢g/l, penicilina e estreptomicina
(10000 U/ml). O meio foi suplementado com soro bovino fetal (SBF), Gibco, a
10%. As células foram cultivadas em garrafas plasticas a uma densidade de
10*/cm?, acondicionadas em estufa CO, (5%) - Sanyo, a 37° C. Apds observacao
da confluéncia (cerca de 72h ap6s a realizacdo da cultura), as células foram
tratadas com Tripsina - EDTA (Gibco™, Grand Sland, NY), centrifugadas,
ressuspensas em meio acrescido de soro bovino fetal e semeadas em placas ou
laminulas de acordo com o protocolo a ser realizado. O nimero de passagens
utilizadas foi de 70 a 95. As MDCK C11 foram cedidas pelo Dr. H. Oberleither, do
Departamento de Fisiologia da Universidade de Minster, Alemanha.

3.2.REGISTRO DO pH INTRACELULAR

O pH intracelular foi mensurado a partir da utilizacdo do probe
fluorescente BCECF-AM (2’,7’- biscarboxietil-5,6-carboxifluoresceina), na forma
acetilometil éster, que nao tem propriedades fluorescentes, a qual a membrana é
permeavel. O contato com as esterases intracelulares promove a desesterificacdo
do BCECF, o que o torna fluorescente e impermeante a membrana. O pHi foi
determinado a partir da excitacdo do BCECF, de forma alternada, a 490 nm
(comprimento de onda no qual a fluorescéncia € sensivel ao pHi) e 440 nm (ponto
isosbéstico), insensivel as variagcdes do pH. A emissao da fluorescéncia é medida
a 530 nm, a cada 10 segundos. O epitélio foi incubado em solucao controle

contendo 10uM de BCECF-AM (Molecular Probe) por 20 minutos, em condicdes
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controladas de temperatura, umidade e CO,. As areas de interesse do epitélio
celular foram delimitadas (aumento de 20 vezes) e as leituras foram feitas no
microscopio invertido de fluorescéncia Zeiss, modelo Axio Observer, acoplado ao
software para fisiologia AxioVision 4.8.1. Em cada preparacao, laminula de 20x20
mm contendo monocamada confluente de células, foi colocada numa camara
termostatizada a 37°C que foi montada na platina do microscopio invertido. O
epitélio foi entdo incubado com diferentes solugdes a 37°C e o pH previamente
ajustado para 7,4.

As razdes obtidas ao longo de cada experimento foram convertidas em
valores de pH através de regressao linear, a partir da Curva de Calibracao com
Nigericina (item 3.3). Foram seguidos os seguintes protocolos:

1. Exposicdo a Solugdo ONa': ap6s o registro do pH; basal com solucdo
controle (Solugdo 1 do item 3.5) por aproximadamente 2 minutos
(tempo necessario para estabilizacao), as células foram entao lavadas
com solugcdo ONa* (Solucdo 2) e em seguida expostas a essa mesma
solugdo. A excitacdo foi feita imediatamente a incubagédo das células
com solugédo ONa*, por um periodo de 2 minutos;

2. Exposicdo a Solucao Sulfato de Gentamicina 0,1mM (Santa Cruz):
seguiu-se 0 mesmo protocolo anterior, porém acrescentamos Sulfato de

Gentamicina 0,1mM apés registro do pH;basal.

3.2.1. Registro fluorescente de vesiculas acidas

Utilizando os mesmos protocolos dos itens 1 e 2 acima, foi registrada a
variacdo da fluorescéncia utilizando-se como sonda fluorescente Acridine Orange
10uM.
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3.2.2. Curva padrao com nigericina (curva de calibracéo)

A curva padréao foi obtida a partir de solu¢des de Nigericina 10uM (Santa
Cruz) com alto K*a pH 6,0 — 6,5 - 7,0 — 7,5. A Nigericina permite a permuta livre
de H" e K' na membrana celular e equilbbra o pH extracelular com o pH
intracelular Ap6s incubacdo com BCECF e registro do pH basal, a monocamada
foi exposta as solucdes de Nigericina, sempre iniciando-se pelo pH mais alto. Os
valores obtidos para a razdo de fluorescéncia lags / l440 foram representados em
funcdo do pH, e utilizados para calcular o pHi nos experimentos a partir da
equacao: pHi = [(lags / laao)e - (lags / laao)c] * Slope da curva de calibracao + pHc,
onde (lags / la40)e € (lags / laao)c S@0 as razdes de fluorescéncia no experimento e
em um padrao respectivamente, e pHc é o pH extracelular padrdo que deu origem

arazao (lsgs/ laa0)c. A curva de nigericina esta representada na Figura 3:
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Figura 3: Regresséo Linear da Curva Padrao com Nigericina
Nota: Apresenta as razdes de fluorescéncia (495/440) obtidas utilizando-se BCECF 10 uM como
sonda intracelular em monocamadas confluentes de células MDCK C11.

3.3.AVALIACAO QUALITATIVA DAS VARIACOES NA [Ca2'],
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As células MDCK cultivadas em laminulas de vidro foram previamente
incubadas por 30 minutos com FLUO — 4 10uM (Molecular Probes), em condicdes

1] das

controladas de temperatura, umidade e CO,. Mudancas qualitativas na [Ca
culturas celulares foram monitoradas pela emissao da intensidade fluorescente do
marcador FLUO — 4. O espectro de excitagdo para este marcador fluorescente é
de 480nm, enquanto a fluorescéncia é medida a 520nm a cada 1 segundo. O
probe FLUO-4 apresenta um incremento da intensidade fluorescente na faixa
verde (520nm) apés sua ligagdo com o Ca®*. Por se tratar de um probe com uma
faixa de excitacdo/emissdo simples, as variacbes da intensidade basal de
fluorescéncia nao podem ser corrigidas e os resultados devem ser expressos em
unidades arbitrarias de fluorescéncia (UFA). As modificagdes na intensidade
fluorescente resultantes durante os experimentos foram expressas como
porcentagem em relagéo a intensidade de fluorescéncia no periodo basal (periodo
de registro com solucao controle).

Apos os 30 minutos de incubagéao, a laminula contendo monocamada de
epitélio celular foi colocada na cémara termostatizada a 37°C e o epitélio foi
lavado com solucédo controle para remover os restos de probe desesterificados.
Com a estabilizacdo do registro da solucao controle (cerca de 2 minutos), cada
laminula com o epitélio foi exposta a diferentes solugdes, com tempo de registro
da intensidade fluorescente de aproximadamente 1 minuto. Os diferentes
protocolos estdo descritos a seguir:

1. Sulfato de Gentamicina 0,1mM, registrando-se a intensidade
fluorescente apdés 10 minutos de exposicdo ao antibidtico (G10), 20
minutos de exposicdao ao antibidtico (G20) e por fim, foi feito o registro
de célcio com 30 minutos de exposicao ao antibiético (G30);

2. Agonista de CaSR - Gadolineo (Gd**) 0,3mM, seguindo os mesmos
tempos de exposi¢ao do protocolo 1 (Gd 10, Gd 20, Gd 30);

3. G10, seguida de quelante de calcio extracelular - EGTA 1.8mM
(Ethylene Glycol — bis (B-Aminoethyl Ether) — N,N,N’,N’ — Tetra-acetic
acid) — Ambresco, diluido em solucado Sulfato de Gentamicina 0,1mM,
registrando-se a intensidade fluorescente de forma imediata (assim que
o epitélio entrou em contato com a solugdo — Egta imediato); apds 5
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minutos de contato do epitélio com a solucdo — Egta 5 e, por fim,
registrando-se ap6s 10 minutos — Egta 10;

4. G10, seguida de EGTA 10 minutos (Egta 10), seguida de registro com
20 minutos de exposicao a essa solucao (Egta 20) e, por ultimo, com 30
minutos de exposicao (Egta 30);

5. G10, seguida de quelante de calcio intracelular - Bapta - AM 50uM
(Santa Cruz), diluido em solucdo Sulfato de Gentamicina 0,1mM,
registrando-se a intensidade fluorescente com 10 minutos de exposicao
a essa solucéo;

6. G10, seguida de quelante dos estoques intracelulares de caélcio -

(SIGMA),

Gentamicina 0,1Mm, registrando-se a intensidade fluorescente com 10

Tapsigargina 0,1uM diluido em solucdo Sulfato de

minutos de exposicao a essa solugao.

3.4. TABELA DE SOLUCOES

Solucgao 1: Solucgao 2: Solucgao 3:
Controle ONa* Nigericina
NaCl (mM) 135 20
KCl (mM) 5 5 130
NaHzPO, (mM) 1
Na»SO. (mM) 1
CaCly (mM) 138 138 1
Hepes (mM) 10 10 S
MgCla(mM) 1 1 1
NMDG (mM) 137
NH.CI (mM)
Glicose (mM) 10 10 10

Tabela 1: Tabela de solucdes

Nota: Solugbes utilizadas para realizacdo dos experimentos de registro do pH intracelular, para
obtencéao da curva de calibracédo e para avaliagdo qualitativa das variagées na [Ca2+]i. NMDG: N-
metil-D-glucamina
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3.5.AVALIAGAO DA VIABILIDADE CELULAR

O método de Vermelho Neutro foi realizado de acordo com as
metodologias descritas por Borenfreund e Puener, 1984; Fotakis e Timbrell, 2006;
Chaim et al., 2006. Este método consiste em avaliar a capacidade das células
endocitarem, por fase fluida, o corante vermelho neutro. Para tanto, hd uma
correlacdo direta da integridade da membrana plasmatica, somente presente em
células viaveis, com a maior captacao deste corante. Apés a endocitose, 0
corante fica acumulado no interior das células, e com uma solucao de elui¢do, o
corante diluido pode ser quantificado por medida de absorbancia.

Depois de obtida a confluéncia das MDCK C11, ap6s serem mantidas em
cultivo celular conforme item 3.1, estas foram tripsinizadas, contadas em camara
de Neubauer e plagueadas 8.000 células por poco, em placas de 96 pocos (TPP).
As células foram mantidas em cultivo celular por 24 horas e depois expostas a
gentamicina, na concentracao de 0,1mM, por periodos de 24 horas, 3 horas, 1
hora e 30 minutos. Apds as células terem sido expostas ao antibidtico por 24
horas e por 3 horas, estas foram incubadas por 2 horas, com 20uL de uma
solugdo mae de vermelho neutro de 1100mg/mL em PBS (Phosphato Buffer
Solution, MERCK), diluidos em 200uL do meio de cultivo MEM, com volume final
de 20uL em cada poc¢o, obtendo assim uma concentracdo final de 100mg/mL de
vermelho neutro (SIGMA, N6634). As células tratadas com o antibiético por 1 hora
e por 30 minutos foram incubadas com 100mg/mL de vermelho neutro por 1 hora
e 30 minutos respectivamente. Apods a incubacao, o sobrenadante foi aspirado e
desprezado e foi adicionado sobre as células 100uL de uma solugdo eluente
(Etanol / Acido Acético Glacial; 50%/1% em &gua ultrapura). Homogeneizou-se
lentamente e posteriormente a placa foi submetida a leitura da absorbancia em
um comprimento de onda de 550nm, em leitor de microplacas (BIOTEK, EPOCH).
Foi empregada a funcao escaneamento de pog¢os, onde se divide cada pogco em
16 partes e realiza-se a leitura 8 vezes em cada ponto, finalizando com a média
da absorbancia de todos os pontos analisados. Com esta forma de leitura pode-se

ter a certeza da mensuragao de toda a superficie de cada poco.
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3.6.AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE CELULAR

O método do MTT (Thyazolyl Blue Tetrazolium Bromide - SIGMA M5655)
foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Mosmann, 1983; Reilly et
al., 1998; Fotakis e Timbrell, 2006. O MTT tem o seguinte principio: a partir do sal
de tetrazolio, o qual é soluvel em agua, este pode ser convertido em um cristal de
formazan através da clivagem do anel de tetrazdlio pela enzima succinato
desidrogenase, a qual esta presente no interior das mitocéndrias. O cristal de
formazan é insoluvel em agua e impermeavel a membrana das células, se
acumulando nas células saudaveis, podendo ser mensurado através da
absorbancia num comprimento de onda a 570nm. Desta forma foi mensurado o
metabolismo mitocondrial, ou seja, de forma indireta, um possivel mecanismo de
citotoxicidade celular.

Depois de obtida a confluéncia das MDCK C11, ap6s serem mantidas em
cultivo celular conforme item 3.1, estas foram tripsinizadas, contadas em camara
de Neubauer e plaqueadas 8.000 células por poco em placas de 96 pocgos (TPP).
As células foram mantidas em cultivo celular por 24 horas e apds este periodo
expostas a gentamicina, na concentracao de 0,1mM, por periodos de 24 horas, 3
horas, 1 hora e 30 minutos. Apds as células serem expostas a gentamicina por 24
horas e por 3 horas, estas foram incubadas por 3 horas com 20uL da solucao
méae de MTT 5mg/mL, sendo diluidos em 200uL do meio MEM, finalizando uma
concentracdo 0,45mg/mL. Os tratamentos com gentamicina por 1 hora e 30
minutos foram incubados com 0,45mg/mL de MTT por 1 hora e 30 minutos,
respectivamente. A seguir, o sobrenadante de MTT foi desprezado, retirou-se
todo o liquido da placa, e os cristais de formazan formados no interior das células,
pela metabolizacdo do MTT pelas mitocéndrias, foram dissolvidos em 100uL de
DMSO (Dimethil-Sulfoxide - MERCK). Homogeneizou-se lentamente até a
completa dissolugdo e posterior leitura da absorbancia em leitor de microplacas
(BIOTEK, EPOCH).
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3.7.ANALISE ULTRAESTRUTURAL COM MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA

Células MDCK C11, apés serem mantidas em cultivo celular conforme
item 3.1, foram tripsinizadas, contadas em camara de Neubauer e plaquedas
30.000 células por poco, em placas de 24 pocos (TPP), sobre laminulas circulares
de 13mm. Nas placas, as células foram mantidas em cultivo celular por trés dias.
Posteriormente as células foram expostas a gentamicina 0,1mM, com um tempo
de tratamento de 24 horas, 3 horas, 1 hora e 30 minutos. Apés os diferentes
tempos de tratamento, as células foram lavadas quatro vezes em tampao
cacodilato 0,1M, pH 7,4 a 4°C. A seguir, as células foram fixadas em solugdo de
Karnovski (glutaraldeido 2,0%, paraformaldeido 4%, CaCl, 1mM em tampéao
cacodilato 0,1M, pH 7,2-7,4) por 1 hora e lavadas em tampao cacodilato 3 vezes.
Posteriormente foram pds-fixadas (Tetroxido de Osmio 1%, em tampédo
Cacodilato de Sédio 0,1M, pH 7,4) por 1 hora a temperatura ambiente e depois
as células foram novamente lavadas em tampé&o cacodilato 0,15M, pH 7.4. As
MDCK C11 foram entdo desidratadas por concentracoes crescentes de etanol
(MERCK) (80%, 50%, 70%, 90%, duas vezes 100%), por um periodo de 10
minutos em cada concentracdo. Por fim, as células foram submetidas ao ponto
critico no aparelho CPD 030 - Balzers, metalizadas com ouro no aparelho SCD
030 - Balzers, e foram analisadas no microscépio eletrénico de varredura (JEOL
JSM 6360 — LV SCANNING ELECTRON MICROSCOPE) do Centro de

Microscopia Eletronica da UFPR.

3.8.ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad InStat
3.10 (GraphPad Software, San Diego, California - EUA). O critério de significancia
estatistica se obteve com valores de p<0.05. Os resultados estdo apresentados
na forma de valores médios com erro padrdao (EP). Para as andlises entre dois
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grupos foi utilizado o teste t de student para amostras pareadas. Para analises
com mais de dois grupos foi feita analise de varidncia de uma via, seguida do
teste de Student-Newman-Keulls quando aquela andlise era estatisticamente

significativa.
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4. RESULTADOS

4.1.AVALIACAO QUALITATIVA DAS VARIACOES NA [Ca?*]

As células MDCK C11 apresentam receptores sensiveis a calcio (CaSR) e
canais para cation do tipo TRPV (BLANKENSHIP et al, 2001; MYRDAL e
STEYGER, 2005; KARASAWA et al, 2008). Sao células semelhantes as
intercalares do ducto coletor renal, capazes de secretar Cl" e H", interferindo de
maneira efetiva na acidificacdo urinaria (LANG e PAULMICH, 1995), o que
contribui sobremaneira para a manutencdo do equilibrio &acido-base dos
organismos.

Nestes experimentos, células expostas a solugdo 0,1 mM de sulfato de
gentamicina por 10 minutos (G10) apresentaram aumento de 17,3+3,8% da
intensidade fluorescente na presenca de FLUO-4, o que indica aumento na
[Ca®'].. Este aumento chegou a 30,3+4,1% apés 20 minutos (G20), sustentado
apo6s 30 minutos (G30), onde a diferenca em relagdo aos registros basais (C) € de
38,115,0% (Figura 4). Um experimento individual com gentamicina demonstra o

aumento da [Ca®;

ao longo do tempo (Figura 5). Quando as células foram
expostas a solucdo contendo gadolineo 0,3mM, um agonista do CaSR, a
intensidade fluorescente aumenta em 7,9+1,9%, 11,941,9% e 16,13+1,6%, em
10(Gd10), 20(Gd20) e 30 minutos (Gd30), respectivamente, sendo que estes
valores sdo significativamente menores que os obtidos para gentamicina,
conforme mostra a Figura 4.

Aumento na [Ca?'];

depende da presenca de calcio no meio extracelular,
da estimulacdo de receptores e canais que promovam a entrada de célcio no
meio intracelular e de vias de sinalizacao intracelular que promovam a liberacao
de célcio do reticulo endoplasmatico. Portanto, se a gentamicina promove
aumento da [Ca®*], seria através da estimulagdo de alguma destas vias, direta ou
indiretamente. Ainda na Figura 4 € possivel observar que na auséncia de calcio
extracelular a partir da adicao de EGTA ao meio contendo gentamicina (Egta 10),

a intensidade fluorescente foi significativamente menor que a observada para
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gentamicina somente (G10), com valores 7,7% menores que o basal (C), onde a
concentracédo de calcio é de 1,8mM. Nota-se que a auséncia de calcio promoveu

uma diminuicdo gradativa da [Ca®*];

ao longo do tempo, uma vez que os valores
médios chegaram a ser 14,8% menores do que o basal(C). Expondo células
MDCK C11 por 10 minutos a solucdo de gentamicina contendo Bapta, um
quelante do calcio intracelular, a intensidade fluorescente emitida pelo FLUO-4
diminuiu a valores préximos do basal (96,18+1,03%), como mostra a Figura 6. A
deplecao dos estoques de calcio, a partir da utilizacdo de tapsigargina, por 10
minutos nas preparacgdes, inibiu a acao da gentamicina mas nao totalmente, uma
vez que apresentaram valores 5,11+0,22% maiores que o basal (C),

significativamente (Figura 6).
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Figura 4: Variagdo na [Ca®*], com gentamicina, gadolineo e EGTA

Nota: Valores médios dos percentuais de variagdo na fluorescéncia (UFA%) emitida apds
excitagdo com FLUO-4, que indicam variagdes na [Ca2+]i comparados a uma média hipotética
(C=Controle 100%). G10, G20 e G30 correspondem ao percentual de variagdo em células
incubadas com sulfato de gentamicina 0,1 mM, por 10, 20 e 30 minutos. Em Gd10, Gd20, e Gd30
a incubacao foi com gadolinio 0,3mM, sem adicdo de gentamicina. Egta 10 20 e 30 indicam as
variagoes obtidas quando da presenca de EGTA na solugdo contendo 0.1 mM de sulfato de
gentamicina.
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Basal Gentamicina 0,1 mM
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Figura 5: Variacao na [Ca2+]i com gentamicina

Nota: Registro de intensidade fluorescente emitida apés incubagdo com FLUO-4, correspondente
as variagbes na [Ca2+]i. Apos o registro basal as células foram lavadas com solugdo contendo
0,1mM de gentamicina e imediatamente excitadas. A cada pausa de 10 minutos, nova excitagao
do fluoroforo foi registrada, completando 30 minutos de incubagio com gentamicina.
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Figura 6: Variacdo na [Ca®*] com tapsigargina e bapta

Nota: Valores médios dos percentuais de variacdo na fluorescéncia (UFA%) emitida apds
excitagdo com FLUO-4, que indicam variagdes na [Ca®*], comparados a uma média hipotética
(C=Controle 100%). G10 corresponde ao percentual de variacdo em células incubadas com
sulfato de gentamicina 0,1 mM, por 10 minutos. Em Gd10+Th foi adicionado 0,1uM de
tapsigargina por 10 minutos e em G10 + Bapta foi adicionado 50uM de Bapta por 10 minutos.
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Myrdal e Steyger (2005) e Karasawa et al. (2008) demonstraram que
diferentes [Ca®'], modulam a captacdo da gentamicina em células MDCK.
Segundo estes autores, quanto maior [Ca®],, menor é a captacdo da
gentamicina, o que € compreensivel ja que o calcio poderia competir com a
gentamicina em canais de cétion permeantes a calcio.

Nos experimentos do presente trabalho, a exposicdo de monocamadas
de células MDCK C11 as solucdes com alto calcio ndo modificou a [Ca®'];
conforme mostra a Figura 7. Quando gentamicina 0,1 mM é adicionada as
solugbes com calcio alto, o efeito que este aminoglicosideo promove sobre a
[Ca?*]; foi inibido (Figura 8). Quando a concentracéo fisiolégica de célcio (1.8 mM)
estava presente nas preparacdes com gentamicina, o pico de célcio intracelular
observado aumentou, o que ndo aconteceu para concentracées de 3,6 e 5,4 mM
(Figura 9). Portanto, aumento no célcio extracelular, por si s6, ndo seria

responsavel por um significativo aumento na [CaZ®'].

Em contrapartida,
concentragdes maiores de calcio no meio extracelular estariam, de alguma

maneira, inibindo a agdo da gentamicina.
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Figura 7: Variacéo da [Ca®*] com célcio alto
Nota: Registro da [Ca2+]| das células MDCK C11 expostas a trés diferentes concentracdes de
calcio no meio extracelular, em intervalos de 10 minutos: 1.8mM (fisiolégica), 3.6mM e 5.4mM.
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Nota: Registro da [Ca2+]i das células MDCK C11 expostas a trés diferentes concentragdes de
calcio no meio extracelular, em intervalos de 10 minutos: 1.8mM (fisiolégica), 3.6mM e 5.4mM,
todas acrescidas de 0,1mM de sulfato de gentamicina.
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40 60 t(s)

Nota: Valores médios dos percentuais de variagdo na fluorescéncia (UFA%) emitida apds

excitagdo com FLUO-4, que indicam variagdes na [Ca®*], comparados a uma média hipotética

(C=Controle 100%). G10 correspondem ao percentual de variagdo em células incubadas com
sulfato de gentamicina 0,1 mM, por 10 minutos. As variagdes na intensidade fluorescente obtidas
para concentragbes altas de calcio na solugdo de incubagéo (Ca2+ 3,6 MM e 54 mM) sdo
comparadas com ensaios contendo gentamicina (Ca‘?* 3,6 mM e 5,4 mM+G10).



38

4.2.REGISTRO DO pH INTRACELULAR

Células MDCK C11 apresentam mecanismos de extrusdo de prétons
como o trocador Na*/H*, a H*- ATPase do tipo vacuolar e a H'/K"™-ATpase, que
contribuem para o processo de acidificacdo da urina e para regulagdo pHi. Nestes
experimentos, quando expostas a solucao livre de sédio, (Solucéo 2 da Tabela de
Solucdes), apresentaram queda no pHi, devido a inibicdo do trocador Na*/H*. A
Figura 10 mostra a velocidade de acidificagdo nestas condicdes, que foi da ordem
de 0,0031 + 0,0003 unidades de pH/segundo. Quando as MDCK C11 foram
expostas a solucao contendo sédio (Solucao 1 da Tabela de Solugdes), acrescida
de 0,1 mM de sulfato gentamicina, a velocidade de acidificacdo aumentou
significativamente (0,0077+0.0005 unidades de pH/segundo, p<0,0001) — Figura
11. Estes valores médios estdo representados na Figura 12. A diferenca entre o
pHi nos primeiros 10 segundos de excitacao e o pHi apds os 120 segundos (ApHi)
€ mostrada na Figura 12.
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Figura 10: Velocidade de acidificagéo do pHi de células MDCK C11 na auséncia de s6dio (ONa+)
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Figura 11: Velocidade de acidificagao do pHi de células MDCK C11 expostas a solu¢do 0,1 mM

de sulfato de gentamicina
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Figura 12: Valores médios de acidificacdo do pHi e ApHi

Nota: A esquerda estdo os valores médios de acidificagdo em unidades de pH por segundo e a
direita esta a diferenga entre os primeiros e os Ultimos registros pés exposicdo das MDCK C11 a
gentamicina (Genta) ou ONa*. * = p<0.001

Quando as células foram expostas as mesmas condi¢cdes descritas
acima, mas apoés a incubacao com Acridine Orange, foi possivel observar que a
intensidade fluorescente nas laminulas tratadas com gentamicina foi maior que
nas tratadas com solucéo livre de sédio. Este resultado é decorrente da maior
densidade de vesiculas acidas observadas a partir da acao do fluoréforo, o que é
condizente com a maior acidificacdo do meio (Figura 13). Estas vesiculas
poderiam representar um conteldo maior de H*- ATPases vacuolares que estao
migrando em direcdo a superficie da membrana, o que acontece quando o
trocador Na'/H* esta inibido na auséncia de sédio, assim como descrito por

Malnic e Geibel (2000), trabalhando com deplecao de cloreto em segmento S3 de
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tubulo proximal. Entretanto, é preciso ressaltar que as preparagdes com
gentamicina foram feitas na presenca de sédio. Portanto, ou a gentamicina tem
algum efeito sobre o trocador Na*/H*, ou estas vesiculas estariam representando
apoptose induzida por célcio, como sugerem os demais resultados deste trabalho.

Figura 13: Registro de vesiculas acidas

Nota: Registros fluorescentes de monocamadas de células MDCK C11 incubadas por 3 minutos
com Acridine Orange 10uM. Em A, registro inicial imediatamente apds 2 minutos de exposi¢do a
solugdo OmM de Na®* (Solugdo 2 da Tabela de Solugdes); em B o registro obtido apds 1 minuto de
excitagcdo do fluordforo. Em C, registro inicial imediatamente apds 2 minutos de exposicao a
solugdo 135 mM de Na* (Solugdo 1 da Tabela de Solugdes) adicionada de sulfato gentamicina
0,1mM; em D, registro obtido apds 1 minuto de excitagéo do fluoréforo. (Aumento 20x).
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4.3.VIABILIDADE E CITOTOXICIDADE CELULAR

A viabilidade das células MDCK C11 foi determinada através do método
do Vermelho Neutro, que consiste em avaliar a capacidade endocitica da célula
através da mensuracdo da absorbancia do corante. Nestes experimentos, foram
avaliadas mudancas na capacidade de endocitose da célula, expondo-as a
gentamicina nos diferentes tempos de 30minutos, 1 hora, 3 horas e 24 horas.
(Figura 14). Foram obtidos valores de absorbancia significativamente diferentes
comparando-se 0s grupos controle 24 horas e o tratamento com gentamicina por
24 horas. Portanto, com 24 horas de tratamento com o antibiético, ocorre um
comprometimento da integridade da membrana, tornando-a menos capaz de

realizar o processo de endocitose de forma eficiente.

VN
35 30 minutos 1 hora 3 horas 24 horas
s 2
§ | = =
i
0
C Genta C Genta C Genta C Genta
n=7 15 6 13 8 16 8 14
*p<0,05 X C

Figura 14: Absorbancia do corante vermelho neutro pelas células MDCK C11 (C= Controle; Genta
= Gentamicina).

Utilizando-se o método do MTT (Thyazolyl Blue Tetrazolium Bromide), foi
determinado se a adicdo da gentamicina as células MDCK C11 pode causar
algum efeito toxico. A reducao do anel tetrazélico do MTT pela enzima succinato
desidrogenase, presente no interior das mitocondrias, resulta na formacao de
cristais de formazan de cor roxa, que se acumulam no interior das células por

serem impermedveis a membrana. A partir da absorbancia dos cristais de
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formazan, foi possivel determimar a atividade mitocondrial das células MDCK C11
(Figura 15). Assim, foram obtidos 0s seguintes resultados: comparando-se as
células que foram mantidas por 3 horas em situagao controle com as células que
foram mantidas por 3 horas com gentamicina, foi encontrada uma diferenca de
absorbancia dos cristais de formazan bem significativa, sendo maior nas células
expostas ao antibi6tico. Da mesma forma, comparando-se as células que foram
mantidas por 24 horas em situacdo controle e por 24 horas adicionadas de
gentamicina, a diferengca na absorbancia também foi elevada, sendo maior nas
células tratadas com gentamicina. Logo, células MDCK C11 expostas a
gentamicina exibiram um grande aumento da atividade mitocondrial j& com um

periodo de exposicao de 3 horas e, também, de 24 horas.

MTT 3horas 24 horas
2.5 ok ¥ %ok
30 minutos 1 hora == -
2.0 -
3 1.5 —
:g
o a—
2 1.0
<
0.54
0.0
C Genta C Genta C Genta C Genta
n=7 14 7 14 7 15 6 14

***p<0,001 x C 3 horas
***p<0,001 x C 24 horas

Figura 15: Absorbancia do MTT pelas células MDCK C11 (C= Controle; Genta = Gentamicina)

4.4.MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As andlises ultraestruturais em MEV (Figura 16) demonstraram que as
células MDCK C11 controles 3 horas e 24 horas e, também, as tratadas com

gentamicina 3 horas e 24 horas, se mostram células com tamanho regular ().



43

Sao células morfologicamente hexagonais, como pode ser bem observado nas
imagens D e H, bem aderidas ao substrato. Tanto as células controle como as
tratadas com o antibiético ndo apresentaram expansdes celulares na forma de
filopodios. Quando o fizeram, evidenciam estes de forma polarizada e esparsa
(®), como pode ser observado nas imagens D e L. Na imagem L, os filopddios se
apresentaram de forma mais proeminente. Sobre a superficie celular de todas as
células controles e tratadas percebe-se inumeras projecdes na forma de
microespiculas (2), o que fica bem evidente nas imagens C G, K e O. As células
controles e tratadas com gentamicina nas imagens B, F, J e N, evidenciam células
arredondadas (<) as quais provavelmente sdo células em processo de morte
celular, bem como material particulado depositado por toda superficie das células.

De forma evidente na imagem (M), somente quando as células foram
impostas ao tratamento com gentamicina por 24 horas, estas se soltaram do
substrato em uma monocamada (™). Apds tratamento, estas células nao
perderam a adeséao intercelular, mas perderam a adesividade ao substrato. Pode-
se inferir que possa estar havendo comprometimento da adesao destas a matriz
extracelular (MEC), possivelmente por uma modulacdo nos receptores que
viabilizam a adesdo destas células. Em especial interesse, pode-se citar as
integrinas e o0s proteoglicanos de heparam sulfato (sindecan), que sao
biomoléculas envolvidas na dindmica de adesdo celular e em demais eventos
fisiologicos. Pode-se ainda inferir que a perda de adesividade ao substrato pode
também ser em decorréncia de um possivel remodelamento da matriz
extracelular. Para tanto, demais ensaios devem ser efetuados, como analise da
quantidade destes receptores e co-receptores de superficie celular (integrinas e
sindecan), imunomarcagao de biomoléculas da MEC e ensaio de adesao e ou
migracao sobre diferentes substratos (fibronectina, laminina, vitronectina).

Nas analises em MEV evidenciou-se que ha duas populacdes celulares
nas células tratadas por 24 horas com gentamicina. Na imagem O, vé-se uma das
populagbes, que se apresenta de forma mais proeminente e mantendo as
caracteristicas de células hexagonais. Acrescida a esta populacdo ha uma
segunda subpopulacédo (P), as quais tiveram um estimulo a aumentar muito o
grau de espraiamento celular, sendo estas células bem maiores e bem mais

alongadas (™).
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Controle 3 horas Gentamicina 3 horas Controle 24 horas Gentamicina 24 horas

Figura 16: Andlise ultraestrutural em MEV das células MDCK C11 expostas a gentamicina por 3
horas e 24 horas

Nota: As imagens A, B, C e D evidenciam as células controle mantidas no cultivo celular por 3
horas. As imagens E, F, G e H evidenciam as células tratadas com gentamicina e mantidas no
cultivo celular por 3 horas. As imagens |, J, K e L evidenciam as células controle mantidas no
cultivo celular por 24 horas. As imagens M, N, O e P evidenciam as células tratadas com
gentamicina e mantidas no cultivo celular por 24 horas.

Os resultados da Figura 17, que demonstram a exposi¢ao por 30 minutos
a gentamicina (imagem A, B e C) e por 1 hora (D, E e F), evidenciam que a
grande maioria das células mantém suas caracteristicas morfologicas e
ultraestruturais. Portanto, sdo células hexagonais e bem aderidas ao substrato.
Somente foi possivel observar algumas pequenas alteragbes em forma de
colénias celulares esparsas ao longo do cultivo celular. Estas colbnias
apresentam células de aspecto mais protuso (=-’), com uma quantidade de
microespiculas em maior nimero que as ja observadas nas demais células (),

por sobre toda a superficie destas. Por sobre o cultivo, pode-se ainda observar
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material depositado de forma fibrilar (>) em maior quantidade quando que

comparado aos demais tempos de exposi¢ao.

Figura 17: Andlise ultraestrutural em MEV das células MDCK C11 expostas a gentamicina por 1
hora e 30 minutos
Nota: As imagens A, B e C evidenciam as células controle mantidas no cultivo celular por 30
minutos. As imagens D, E e F evidenciam as células tratadas com gentamicina mantidas no cultivo
celular por 1 hora.
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Ests cabeca de seta identifics a morfologa padréo da inhagem cellarde aspecin hexsgonal, bem sderds o0 substmt
& crescendo em monocamsds;

Esta sets dentifica 0 padrdo slerado da morfobgie oelulr, com célles bem aslongadas e bem espraisdas porsobe o
substrato;

Esta seta dentficas célulss amedondsdas dessderdas do substrato, possielmenie cglulss em processo de more
celular;

Esta seta identifica caracieristicas de expansdes naformade filopodios;

Esta sefs identifica, nas imegens de menor megnitude, que as celubs tratedas por 24 homs apresentamm nitido
desprendimento do substrato (perds de sdesfSo célls-matriz extracellar). Estas se soltam na forma de um tapete
celular”, @m uma monocamads,

Esta sets identifica intensa formagéo de microespiculas porsobre a superficie calular;

Esta seta identifica coldnias de célules com aspedo mais protuso;

Esta sets identifica a presenca de material fibrilar depositado.

Tabela 2: Simbolos utilizados para analisar a MEV
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5. DISCUSSAO

O antibiético aminoglicosideo gentamicina é capaz de provocar danos em
células renais, tanto tubulares como glomerulares. A maior parte dos achados
mostra que a agdo da gentamicina € predominante em células tubulares
proximais, enquanto para as células tubulares distais poucos relatos sao
encontrados na literatura. A principal via de ag¢do deste antibiético em células do
tubulo proximal é a via endocitica (SERVAIS et al.,, 2005). A endocitose € um
importante mecanismo de reabsor¢cdo de proteinas na borda em escova deste
epitélio tubular. Entretanto, mesmo em células proximais, vias ndo endociticas de
acao da gentamicina tem sido demonstradas (MYRDAL, JOHSON e STEYGER
2005). J&4 em células distais e em células do ducto coletor, a via endocitica néo é
predominante no que se refere a mecanismos de reabsorcdo. Portanto, vias nédo
endociticas como a via TRPV, sédo descritas como vias de acado da gentamicina
em células MDCK e KDT3 (MYRDAL e STEYGER, 2005; KARASAWA et al.,
2008).

Assim como o gadolineo, a neomicina e a tobramicina, a gentamicina
também é conhecida como agonista dos receptores sensiveis a calcio (WARD
2002, 2005). Quando CaSR é estimulado, ativa-se a via IP3, promovendo a saida
de calcio do reticulo endoplasmatico. No presente trabalho, células MDCK C11,
incubadas por 10 minutos com 0,1mM de solucdo de sulfato de gentamicina,

apresentaram aumento na [Ca®'];

maior do que aquele obtido com a utilizacao de
gadolinio (Figura 4), indicando que a gentamicina poderia ter um efeito mais
acentuado na ativacado deste receptor. Entretanto, é possivel que a gentamicina
esteja estimulando a entrada de calcio por outras vias que nédo a do CaSR e que,
estas vias sdo capazes de mobilizar célcio, uma vez que o aumento na [Ca®*]; é
mantido mesmo na presenca de tapsigargina (Figura 6). Agora, na presenca de
Bapta ndo ha modificacdo na [Ca®'], mesmo na presenca de gentamicina, pois
esta droga é capaz de quelar todo o calcio citoplasmatico.

O aumento maior do que 30% no calcio intracelular pode ser o
responsavel por desencadear o efeito tdxico deste aminoglicosideo nas células

MDCK C11. Esse efeito ndo depende de via endocitica, mas de estimulacdo de
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calcio por célcio, uma vez que na auséncia de calcio no meio extracelular (EGTA),
a [Ca®']; permanece em nivel basal.

Com o aumento das concentragdes de calcio no meio extracelular, ndo se
observou aumento no pulso de célcio intracelular e ainda, na presenga de calcio
alto (3,6 e 5,4 mM), o efeito da gentamicina foi abolido (Figuras 8 e 9). Como ja
mencionado, Karasawa et al. 2008, trabalhando com células de camundongo
semelhantes as do néfron distal, demonstraram que utilizando altas
concentracdes extracelulares de calcio, a captacdo de gentamicina por via nao
endocitica — TRPV, diminui, sugerindo mecanismo envolvendo competicdo. Em
contrapartida, nestes experimentos, ndo foi observado aumento na [Ca®'] se
concentracdes altas deste ion sdo adicionadas ao meio extracelular, mesmo na
auséncia de gentamicina (Figuras 7 e 9). Ao que parece, estimulacado do CaSR
ndo € a unica via ndo endocitica de acdo da gentamicina, responsavel pela
toxicidade.

E necessario ressaltar que a via endocitica, em células do néfron distal,
nao pode ser descartada. O fato de a gentamicina, por via endocitica, provocar
toxicidade ao entrar na célula, se deve ao seu acumulo nos lisossomos, que leva
ao rompimento da membrana lisossomal e consequente apoptose (MOESTRUP
et al., 1995; SERVAIS et al., 2005; QUIROS et al., 2011). Aumento do [Ca®'];
também esté relacionado ao processo de morte celular programada (WEGIERSKI
et al, 2009). A estimulacdo do CaSR por aminoglicosideos, incluindo gentamicina,
ativa apoptose principalmente via mitocondrial (GIBBONS et al., 2008; QUIROS et
al, 2011; Xu, 2005). Além disso, as Mudancas na [Ca®"], podem interferir na
regulacao do pH intracelular (OLIVEIRA-SOUZA e MELLO-AIRES, 2001).

Fernandez, Oliveira-Souza e Malnic (2000) determinaram diferentes
mecanismos de recuperag¢ao do pHi para o subtipo C11, incluindo um trocador
Na*/H" e uma H'- ATPase sensivel a concanamicina nas membranas apical e
basolateral e uma H*/K*- ATPase sensivel a Schering 28080 na membrana apical.
O bombeamento de protons pela H'- ATPase e H'/K'- ATPase, sao
independentes de sédio e dependentes de cloreto (TARARTHUCH, FERNADEZ e
MALNIC, 2007). Portanto, na auséncia de sdédio ocorre inibicdo do trocador
Na*/H* e a extrusdo de H* do meio intracelular é feita pelas bombas de prétons. A
H*- ATPase presente nas células renais é do tipo vacuolar. A H*- ATPase
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vacuolar ou V-ATPase pertence a familia de bombas de protons ATP-
dependentes presentes numa variedade de compartimentos intracelulares
(HARVEY, 1992; FORGAC, 1999). V-ATPases estdao também presentes na
membrana plasmatica de certas células especializadas, incluindo osteoclastos
(CHATTEJEE et al,, 1992) e células intercaladas dos tubulos renais (GLUCK,
1993; FERNANDEZ, OLIVEIRA-SOUZA e MALNIC, 2000). A incorporacao de
vesiculas contendo H*- ATPase, por exocitose, nas membrana plasmaticas é
responsavel pela regulagdo do pH intracelular de muitos tipos celulares
(SCHWARTZ, BARASCH, AL-AWGATI, 1985). A diminuicao do pHi e 0 aumento
no conteudo de vesiculas acidas das células MDCK C11, tratadas com 0,1 mM de
gentamicina, foram observados (Figuras 11 e 13). Uma maior presenca de
vesiculas acidas nas células poderia estar indicando: ou um aumento no nimero
de lisossomos devido ao processo de morte celular programada que estaria
sendo estimulado pela endocitose da gentamicina, ou que, estas células estariam
tendo dificuldades para regular seu pHi via trocador Na*/H*. Malnic e Geibel,
(2000), mostraram aumento no conteddo de vesiculas &acidas na auséncia de
sédio e migracao destas vesiculas para a superficie celular, indicando
mobilizacdo da H'- ATPase. A gentamicina poderia estar de alguma maneira
inibindo o trocador Na*/H*, o que também levaria a uma mobilizagao de vesiculas
contendo a bomba de prétons. Estes dados sao insuficientes para qualquer
conclusao a respeito e podem ser objeto de futuras investigagdes.

Fato um pouco mais evidente € de que o aumento do calcio no meio
intracelular, da quantidade de vesiculas acidas e também da acidificacdo das
células promovidos pela gentamicina, poderia indicar que estas células estao
entrando em processo de apoptose.

Foi avaliada a viabilidade das células MDCK C11 expostas a gentamicina.
Com 24 horas de exposicao, estas células demonstraram uma menor capacidade
de endocitose do corante vermelho neutro, ou seja, apresentaram perda da
integridade da membrana plasmatica (Figura 14). Quanto a avaliagdo da
citotoxicidade provocada pela gentamicina, as células MDCK C11 apresentaram
um significativo aumento da atividade mitocondrial jA com 3 horas de exposicao
ao antibidtico, o que poderia indicar um estresse metabdlico. Conforme foi

2+]i-

demonstrada na Figura 5, a gentamicina promove aumento da [Ca Segundo
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Wegierski et al., (2009), uma grande concentracdo de calcio liberada pelo RE,
promove uma consequente grande captacao de calcio pelas mitocéndrias. Nestas
organelas, o célcio elevado acaba ativando vias que levam a célula a apoptose e
0 processo de apoptose requer ATP, ao menos nas etapas iniciais. Isto explicaria
0 aumento da atividade mitocondrial nos tempo de 3 e 24 horas de exposicao a
gentamicina, (Figura 15), determinado pela maior absorbancia do MTT de forma
significativa em relacdo as células controle.

As analises em Microscopia Eletrénica de Varredura mostraram que a
gentamicina é capaz de promover mudancas ultraestruturais e morfolégicas nas
células MDCK C11. Sob efeito mais prolongado do aminiglicosideo (24 horas), as
culturas celulares ndo conseguem se manter aderidas (Figura 16), perdendo
aderéncia com a matriz extracelular (MEC). A visdo que se deve ter sobre MEC é
dindmica, como descrito por Hay, (1981), a qual menciona que a “célula” uma vez
sintetizando e secretando os constituintes da MEC (um conjunto de agregados
supramoleculares constituidos por colagenos, glicoproteinas e proteoglicanos),
esta mantém a interacdo com estas biomoléculas, formando assim uma continua
relagdo estrutural e de intercambio funcional entre o citoplasma, a membrana
celular e a propria matriz extracelular. Dentre inUmeras moléculas relacionadas
com a MEC, podem-se destacar as integrinas, as quais sao glicoproteinas (GPs)
transmembrana, possuindo dominios a e B, sendo receptores de membrana.
Estas biomoléculas interligam o citoesqueleto interno de uma célula, com a matriz
extracelular (HYNES, 1987; HAAS e PLOW, 1997). Dentre as proteinas de MEC
com as quais as integrinas interagem, pode-se citar a fibronectina, laminina,
vitronectina. Esta interacdo € modulada via proteinas citoplasmaticas como a
vinculina, a talina e a a -actinina, as quais interagem com as integrinas e também
com as proteinas do citoesqueleto e estdo envolvidas nas dindmicas de adesao,
invasao, migragao e proliferacéo celular (WOODS e COUCHMANN, 2000).

O Sindecan é um proteoglicano de superficie celular, que pode atuar
como co-receptor de fatores de crescimento e proteinas da MEC, aumentando a
afinidade destas moléculas a seus receptores especificos e também participa da
adesao celular nos contatos focais juntamente com integrinas e FAK (quinase de
adesao focal), conectando a MEC ao citoesqueleto. Dessa forma, acredita-se que
a perda da aderéncia ao substrato das células MDCK C11, tratadas por 24 horas
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com gentamicina, estaria relacionada com alguma alteracdo da atividade de
proteinas de membrana como as integrinas e o sindecan. Ainda na Figura 16,
observou-se que estas células expostas a gentamicina por 24 horas,
apresentaram um grau de espraiamento celular superior comparativamente aos
demais tempos de exposicao. Este fato pode ser interpretado como uma tentativa
das células MDCK C11 em continuarem aderidas ao substrato. Nas células
tratadas com gentamicina por 1 hora e 30 minutos, (Figura 17), é interessante
destacar a presenca de células com aspecto mais protuso, grande quantidade de
microespiculas e deposicao de material fibrilar.

Todos estes achados demonstram que o efeito toxico da gentamicina
sobre células do ducto coletor podem levar a mudangcas no metabolismo destas
células, de forma a promover a morte celular, o que contribui para a progressao

da insuficiéncia renal aguda.
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6. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a gentamicina, em células MDCK C11, é

capaz de promover um aumento significativo da [Ca®'];

e que, esse aumento é
dependente da presenca de calcio no meio extracelular. A gentamicina pode
promover o aumento da [Ca®']; por outras vias além do estimulo do CaSR. A
[Ca®*]i nestas células aumenta mais sob estimulo da gentamicina quando que
comparado ao estimulo promovido pelo Gd**. Em relagéo ao pH;dessas células, o
antibiético promove acidificacdo superior aquela observada na presenca de
solugdo sem sodio. A gentamicina é capaz de alterar viabilidade, atividade

mitocondrial e morfologia das células MDCK C11.
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