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RESUMO

Ha muito j& se sabe que o antibiético aminoglicosidico gentamicina é capaz de
provocar danos em células renais, tanto tubulares como também glomerulares.
Varios trabalhos tém sido documentados em relacdo aos danos nefrotoxicos em
células tubulares proximais, alguns relacionados a danos glomerulares e muito
poucos relacionados a danos de células tubulares distais. O trabalho presente
busca justamente criar um modelo viavel para futuras pesquisas com danos
nefrotoxicos distais causados pela gentamicina. Foi utilizado cultura de células
MDCK- C11, semelhantes as células do ducto coletor. Estas células foram
cultivadas em Mimimum Essential Médium (MEM), suplementado com soro
bovino fetal a 10%. A partir deste meio de cultura, foram criados trés grupos para
analise de resultados: Grupo controle (C24), Grupo gentamicina (G24) e Grupo
gentamicina com células em suspensao (GS). Apdés 24 horas, foi avaliada a
viabilidade celular nos grupos C24 e G24. Ja no grupo GS avaliou-se a viabilidade
em um experimento agudo, ja que foi acrescido de gentamicina 1,5mM enquanto
as células ainda ndo se encontravam aderidas. Os grupos C24 e G24 foram
submetidos também a andlise da capacidade de proliferagdo celular, apés 24
horas. Um ultimo experimento consistiu na manutencdo de células em placa,
expostas as concentracdes de 1,5 e 3,0mM de gentamicina. Essas foram depois
fotografadas em microscépio invertido, para observagao de possiveis diferencas
no aspecto das células. Através desses experimentos constatou-se a capacidade
de influéncia da gentamicina sobre as células MDCK.

Palavras-chave: gentamicina; células MDCK; danos nefrotéxicos.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Eventos inflamatérios envolvidos na insuficiéncia renal
(o] oTe | =TT 7= VPP PPPTPRTPTPPP 08
Grafico 1 — Proliferacdo de células do controle e de células expostas a
gentamicCing 3,0MIM.........uuiiiieiiieeeee e e e e e e e 19
Grafico 2 — Porcentagem de viabilidade de células controle e de células expostas
= Y0 11 1 =10 01 o] o - VRPN 19

Grafico 3 — Variacao da viabilidade das células em diferentes intervalos de

L] 0] 0o PP 20
Fotografial - Células MDCK CONtrOl€.......ceeiiieeeeeeeeeeee e 21
Fotografia 2 — Células MDCK com gentamicina 1,5mM........ccccccoociieeiiiiiiiinnnnn. 21



SUMARIO

TINTRODUGAO. ...ttt en e 07
20BUETIVOS ...t e e e e e aaeas 15
3 MATERIAIS E METODOS ........ooooiieieiececeee et n e 16
3.1. CULTURA DO SUBTIPO C11 DE CELULAS MDCK .......cccoeveveierrreeeenn 16
3.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL......uuvt toiiiieieee e 16
T2 B VAT- o] o F= To (=TT =1 (1] F- T 17
3.2.2 ProlifEraGa0.......coii ittt 17
CI2RC B alo] (o] 0 4] o7 0 1<Te o] o - PP ERPPPRRP PR 18
3.3 ANALISE ESTATISTICA ...oviiiieeieisie ettt 18
4 RESULTADOS E DISCUSSAOD.........ocoiieeeeeeeeeeeeeeeeee et 18
5 CONCLUSAOD ..ottt 24

REFERENCGIAS .....oooooooeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e, 25



1. INTRODUCAO

A insuficiéncia renal é caracterizada por alteracao das funcbes dos rins,
nas quais esses 0rgaos sao incapazes de eliminar as substancias toxicas do
sangue de forma adequada. Além disso, a importante participacdo do rim no
equilibrio hidroeletrolitico e no equilibrio acido-base pode também estar
comprometida. As causas da insuficiéncia renal s&o inumeras, onde algumas
acarretam diminuicéo rapida da funcao renal (insuficiéncia renal aguda), enquanto
outras acarretam diminuicao lenta e gradual da funcao renal (insuficiéncia renal
cronica).

O termo insuficiéncia renal aguda (IRA) é utilizado para danos renais
ocasionados por isquemia, agentes nefrotdxicos (drogas e venenos), ou ambos. A
IRA abrange uma série de condicdes clinicas caracterizadas por retencédo de
compostos nitrogenados, associados com reducao de volume urinario (SCHOR,
1997).

A patogénese envolvida na progressdo da insuficiéncia renal ainda é
desconhecida. Existem fortes evidéncias da participagdo de mecanismos
celulares e inflamatérios no desenvolvimento de doengas renais.

A maioria dos eventos que resultam em uma doenca renal progressiva,
independentemente de qual seja o insulto renal inicial, (causado pelo uso de
antibiéticos, drogas, por hipertensdo, diabetes, etc), estdo mais intimamente
ligados ao compartimento tubular. Embora, fatores mecéanicos como hipertenséo e
hipertrofia glomerular sejam susceptiveis a contribuicdo de algumas formas de
doenca renal, lesées tubulares ndo podem ser simplesmente interpretadas como
uma sequela isquémica da esclerose glomerular.

Nos ultimos anos, mais atencao tem sido dada a presenca de processos
inflamatérios em diversos tipos de lesao renal progressiva. Segundo NORONHA
(et al 2002), o desenvolvimento da doencga renal progressiva ocorre mesmo apés
a resolucéo do insulto inicial, sugerindo que, as cascatas de eventos inflamatérios
e celulares, uma vez ativadas, tém um modelo autbnomo e progressivo. A

inflamacdo nos tubulos inclui o afluxo e proliferacdo de células inflamatérias



capazes de produzir uma variedade de mediadores inflamatérios locais bem como

ativagdo de outras células renais intrinsecas (FIG.1).
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FIGURA 1- EVENTOS INFLAMATORIOS ENVOLVIDOS NA INSUFICIENCIA
RENAL PROGRESSIVA
FONTE: Noronha, I. L. et al. Nephrol. Dial. Transplant. (2002)

Estes autores sugerem que o método da imunofenotipagem confirmou um
aumento no numero de macroéfagos e linfécitos T e B nas areas renais afetadas.
Células inflamatérias migram impulsionadas pela expressdao de moléculas como
quimiocinas e moléculas de adeséo, produzidas por células tubulares ativadas
pelo injurio. Tanto linfécitos CD4 como CD8 (subtipos de células T), tém sido
identificados em vérias formas de lesdo renal. Estas células, uma vez ativadas,
sdo capazes de liberar citocinas que serdo de importancia crucial para o
desenvolvimento do processo imune inflamatério local. Os linfécitos T irdo

produzir mediadores como o interferon gama que ira ativar a expressao do MHC,



permitindo as células tubulares atuarem como apresentadoras de antigenos
prejudiciais a célula. Além disso, o interferon gama é uma molécula capaz de
ativar macréfagos (principais leucécitos encontrados no tecido renal lesionado),
que por sua vez irdao ativar a producao de uma série de fatores de crescimento,
considerados importantes mediadores no processo de fibrogénese. Os
macréfagos podem mediar a lesao tecidual por diferentes caminhos. Possuem a
capacidade de producao de enzimas proteoliticas, espécies reativas ao oxigénio e
substancias vasoativas, além de sintetizar citocinas e os fatores de crescimento
fibrogénicos, responsaveis pela formacdo de um ambiente inflamatorio. A
manutencdo da presenca dessas células em fases posteriores da doenca renal,
sugere que os macrofagos também estdo envolvidos no processo inflamatério
crénico, que leva ao desenvolvimento de alteracoes fibréticas.

A maioria das células renais mostra atividade proliferativa. As evidéncias
da atividade celular na doenca renal progressiva sao refletidas por este estado
continuo de proliferacdo. A atividade proliferativa ocorre dentro de glomérulos e
em areas de lesao tubulointersticial. A atividade proliferativa € um fenbmeno que
ocorre ndo apenas nas células intersticiais, mas também nas tubulares epiteliais,
sugerindo uma possivel participacdo de células tubulares na patogénese da
fibrose intersticial renal.

A fibrogénese, mediada por fibroblastos, € uma resposta ao dano do tecido
renal e ao processo inflamatério. Na doenca renal progressiva, a fibrose nao pode
ser contida. Pelo contrario, o processo se perpetua e é caracterizado por um
persistente processo inflamatério crénico, cicatrizagdo tecidual e destruicdo da
arquitetura original do rim. Os fibroblastos sintetizam uma variedade de
componentes de matriz extracelular e a superproducao de proteinas durante a
fibrogénese 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 acado em células que participam do processo
inflamatério e de fibrose tecidual. Este mediador age como um fator de
crescimento, aumentando a proliferacao de fibroblastos e de células mesangiais e
estimulando sintese de matriz extracelular. A Angiotensina Il é capaz ainda de
estimular a proliferacdo de células T (NORONHA, 2002).
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Danos glomerulares e alteragdes funcionais tém sido descritos, mas
documentados de forma mais discreta (RODRIGUEZ-BARBERO, 1995). Algumas
drogas como a ciclosporina, cisplatina e gentamicina tém sido administradas
experimentalmente. O objetivo é de se produzir danos renais, elucidando de
maneira bastante eficiente quais fendmenos podem estar envolvidos com a
progressdo da insuficiéncia renal (MURRAY, 1985). Por outro lado, a partir de
estudos utilizando modelos experimentais de nefrotoxicidade, € possivel
estabelecer mecanismos de protecéo do tecido renal.

A gentamicina, que é o foco principal deste trabalho é um antibidtico
aminoglicosidico, usado no tratamento de infeccbes por bactérias Gram-
negativas, sendo sua utilizacdo recomendada em casos mais graves. No inicio da
década de 60, ocorria a explosdo comercial do uso terapéutico da gentamicina.
Cerca de 50% dos individuos que faziam uso deste antibiotico apresentavam
insuficiéncia renal aguda. Ja ao final da década de 60 comegaram a aparecer
relatos baseados em estudos experimentais sobre os efeitos nefrotdxicos dos
aminoglicosideos (FALCO, 1969). Com o avanco dos estudos, os quadros de
insuficiéncia renal aguda por uso de gentamicina estdo hoje na faixa dos 10 a
20% e o modelo experimental de IRA induzida por este antibi6tico tornou-se
classico.

A gentamicina é normalmente administrada via endovenosa, nao é
metabolizada, sendo filtrada facilmente pelo glomérulo renal. Grande parte dos
relatos indica que a nefrotoxicidade estd mais diretamente relacionada a necrose
tubular, sem alteracdo na morfologia glomerular. Entretanto, uma acentuada
diminuicdo do Ritmo de Filtracdo Glomerular é descrito, além dos relatos que
demonstram que a proteindria observada em ratos tratados com gentamicina
pode ser de origem glomerular (COIMBRA, 1988).

De forma geral, o aparecimento do quadro de proteinuria (presenca de
proteinas na urina) tanto pode ser de origem glomerular, quanto de origem
tubular. A membrana capilar glomerular possui trés camadas principais: o
endotélio capilar, a membrana basal e uma camada de células epiteliais, os
poddcitos, ao redor da superficie externa da membrana basal capilar. Juntas,
essas camadas compbdem uma barreira de filiracdo que, apesar das trés
camadas, filira diversas centenas de vezes mais agua e solutos do que uma
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membrana capilar normal. Mesmo com essa taxa de filiragdo, a barreira
glomerular normalmente nao filtra proteinas plasmaticas, ja& que quase todas as
suas camadas fornecem barreiras para a filtracdo das proteinas do plasma pela
presencga de cargas negativas, mais eficientemente na membrana basal. Em
certas doencgas renais, a condicdo de proteinuria ou albuminuria ocorre quando
proteinas de baixo peso molecular, especialmente a albumina sao filtradas
através da membrana glomerular. As cargas negativas na membrana basal sdo
perdidas até mesmo antes que haja alteracbes histoldégicas notaveis. Como
resultado dessa perda de cargas negativas nas membranas basais das células
afetadas, ocorre a filiracdo dessas proteinas de baixo peso molecular e
desenvolve-se entdo a condicdo do aparecimento de proteinas na urina.
(GUYTON & HALL, 2006; MELLO-AIRES, 1999).

A proteindria de origem tubular ird ocorrer quando os tubulos renais se
tornam incapazes de reabsorver proteinas. Proteinas e peptideos filtrados séo
reabsorvidos preferencialmente pelo tubulo proximal, através de duas maneiras.
Um mecanismo consiste na endocitose seguida de hidrélise acida intracelular,
apds fusdo de endossomas com lisossomas. O outro mecanismo consiste na
reabsorcdo de proteinas e peptideos na forma de aminodacidos, apds hidrélise
extracelular por peptidases existentes na borda em escova da membrana luminal
dos tubulos. (MELLO-AIRES, 1999).

Animais expostos a um tratamento crénico com gentamicina demonstram
uma diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) e alteracdo da dindmica
intraglomerular, com um notavel decréscimo no coeficiente de filtracao (Kf). Isso
reforca uma relacdo entre TFG e Kf nos mecanismos de acao das toxinas. O kf é
a medida do produto da condutividade hidraulica e da area de superficie dos
capilares glomerulares. Nao pode ser medido diretamente, mas € estimado
experimentalmente pela divisdo da taxa de filtragdo glomerular pela presséo
liquida de filtragdo. (GUYTON & HALL, 2006; MELLO-AIRES, 1999). A regulagao
do coeficiente de filtragao € um fendmeno dindmico que depende principalmente
do grau de contracdo das células mesangiais intraglomerulares, por modificagéo
da superficie de ultrafiltragao.

Alteracoes no Kf podem estar relacionadas a agdo da gentamicina sobre as
células mesangiais. As células mesangiais estdao localizadas na parede vascular



12

do centro do tufo glomerular, entre as algas capilares (MENE, 1989). Sao ricas em
microfilamentos de actina e miosina e, dentre suas principais funcdes, sao
capazes de controlar a filtracdo glomerular, através de sua capacidade de
contracdo e relaxamento. O tdbnus mesangial exerce uma tracdo mecéanica na
membrana basal glomerular € no revestimento endotelial capilar, o que determina
a area de superficie de filtracdo e o Kf. A contracao e o relaxamento das células
mesangiais podem ser alterados tanto por substancias enddgenas como
exbégenas. Tem-se observado que substancias nefrotdxicas como a gentamicina
agem nas células mesangiais induzindo a contracdo, aumentando a proliferacdo
celular e causando necrose celular. A reducdo da superficie de ultrafiltracéo
glomerular induzida por contragdo glomerular poderia ser uma condizente
explicacdo para o decréscimo da taxa de filtragdo glomerular apds tratamento
com antibiéticos aminoglicosidicos. A proliferagcdo pode ser interpretada como
uma resposta de reparo ao dano causado pela gentamicina aos compartimentos
mesangias ou adjacentes a estes. A gentamicina é capaz de estimular contracao
e proliferagdo em culturas primérias de células mesangiais a partir do aumento da
concentragao intracelular do calcio (causando tanto o influxo de calcio do meio
externo para o citosol das células mesangiais, quanto a liberacao de calcio dos
compartimentos celulares internos). A habilidade de bloqueadores de canais de
célcio de inibir a contracdo e proliferacdo das células mesangiais induzidas por
substancias como a gentamicina, demonstra que este aumento do calcio livre no
citosol € necessario para ambos 0s processos ocorrerem nas células mesangiais.
(RODRIGUEZ-BARBERO, 1995, 2000).

Células mesangiais sao capazes de expressar receptores de calcio, (CaR).
Agindo nos receptores de calcio CaR, os aminoglicosideos induzem o mediador
inositol 3-fosfato a liberar célcio dos compartimentos celulares internos, como o
reticulo endoplasmatico, resultando em um acréscimo na concentracdo de célcio
intracelular. Uma parte dos ions calcio liberados sao reabsorvidos pelo
compartimento interno que os liberaram ao passo que uma fracdo indeterminada
de ions escapa para fora da célula, por difusdo simples. Como nem todo o célcio
liberado volta ao armazenamento interno, a concentragéo de calcio cada vez mais
baixa atinge um limiar que desencadeia uma via de sinalizagdo que abre canais
de calcio da superficie celular, o que permite o reabastecimento dos
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compartimentos intracelulares com calcio. (WARD, 2002; MARTINEZ-SALGADO,
2007).

Danos tubulares tém sido mostrados em experimentos que observam os
efeitos da gentamicina sobre a adesao, a proliferacdo e a taxa de apoptose de
células tubulares renais em cultura, (SERVAIS, 2005; JUAN, 2007; PESSOA,
2009).

Em células do tdbulo proximal, a acédo téxica dos aminoglicosideos esta
relacionada ao acumulo destas substancias nos lisossomos. O processo de
endocitose, nestes casos, pode estar sendo mediado por receptores de
superficie, como a glicoproteina 330 e a megalina (MOESTRUP,1995). Os
aminoglicosideos concentram-se nos espacos intravilares da borda em escova,
ligando-se aos fosfolipidios da superficie celular, de modo a desencadear a
endocitose e 0 acumulo de substancias toxicas nas vesiculas.

Existem poucos achados a respeito da acdo de aminoglicosideos sobre
células distais. MYRDAL (2005), associou a captagao de gentamicina em células
MDCK (Madin-Darby canine kidney cells), as quais sao semelhantes as células
do segmento distal, a estimulacdo de receptores TRPV. Os receptores TRPV
pertencem a familia dos receptores TRP, os quais possuem nao sé atividade de
receptor de membrana como também de canal i6nico. Os TRPV s&o responsivos
a calcio. Os autores propdéem com este modelo, uma via ndo endocitica de acao
da gentamicina.

As células MDCK fazem parte de uma linhagem de células permanentes,
com propriedades semelhantes as do néfron distal. SGo comumente utilizadas
como modelo para estudos envolvendo polarizacdo epitelial, formacado e
regulacao de tight junctions, transporte transepitelial, mecanismos de infeccao,
propriedades e regulacdo de canais iGnicos, etc. Apresentam, na membrana
apical, mecanismos de transporte como trocador Na‘/H*, H*-ATPases, H'/K"-
ATPase e trocador CI/HCO3;, bem como canais para CI' 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 diferengca de potencial
transepitelial é de aproximadamente —50 mV (lumen negativa) e a resisténcia esta
entre 200 e 4000 Q/cm? (LANG, 1995). Sao células capazes de secretar Cl e H*.
No entanto, as MDCK nao representam uma populacao homogénea de células,
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pois ja foram descritos varios clones, particularmente os subtipos, C7 e C11. C7
sao células baixas, poligonais, com espacos intercelulares pouco nitidos e nucleo
visivel. Apresentam uma alta resisténcia (>4000 Q/cm?); sdo secretoras de K,
com 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, 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
chamadas principais e intercalares. As principais, em maior numero, Sao
responsaveis pela reabsorcdo de ions Na* e secrecao de ions K*. Ja as células
intercalares, as quais tém sua freqiéncia 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 secrecdo ativa eletrogénica de H*. Além disso, também séo
responsaveis pela reabsorcdo de K através de uma H"\K* — ATPase. As do tipo
beta caracterizam-se por secre¢do 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.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi determinar o efeito da gentamicina sobre
cultura de células do ducto coletor renal (células MDCK C11), com a finalidade de
se estabelecer um modelo viavel de nefrotoxicidade em cultura de tecido, para

estudos futuros que envolvam a integridade funcional destas células.

2.2 Objetivos Especificos

- avaliar a capacidade de proliferacao das culturas celulares incubadas com
gentamicina por 24 horas;

- avaliar a viabilidade celular tanto em culturas expostas a gentamicina por
24 horas, como na exposi¢cao aguda de células em suspensao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Cultura do subtipo C11 de células MDCK

O subtipo (clones) C11 das células MDCK foi cultivado em Minimum
Essential Médium (MEM), que contém: sais de Earle, glutamina e aminoacidos
essenciais, com adicao de NaHCOs;, penicilina e estreptomicina (10000 U/ml). O
meio foi suplementado com soro bovino fetal a 10%. As células foram cultivadas
em garrafas plasticas a uma densidade de 10%cm?, acondicionadas em estufa
CO, (5%), a 37° C. O meio foi trocado com uma frequéncia de trés vezes na
semana, em dias alternados. Apos observacao da confluéncia, as células foram
tratadas com Tripsina, centrifugadas, ressuspensas em meio acrescido de soro
bovino fetal e semeadas em placas de 6 wells, onde aguardava-se a semi-

confluéncia para iniciar o protocolo experimental.

3.2. Protocolo Experimental

Depois de obtida a semi-confluéncia, as garrafas ou placas foram lavadas
com meio livre de soro bovino fetal, por trés vezes mantidas nestas condicoes, de
acordo com o protocolo a seguir:

- Grupo Controle (C24): garrafas ou placas mantida por 24 h em estufa
com CO2 a 5%, em meio (MEM), suplementado com soro bovino fetal 10%.

- Grupo Gentamicina (G24): garrafas ou placas mantida por 24 h em
estufa com CO, a 5%, em meio (MEM), suplementado com soro bovino fetal e
acrescido de 3 mM de GARAMICINA® (sulfato de gentamicina), fabricada pela
Industria Quimica e Farmacéutica Schering-Plough S/A.

- Grupo Gentamicina, células em suspensao (GS): células mantidas em
meio (MEM), suplementado com soro bovino fetal, com aproximadamente 50% de
confluéncia, foram tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas em PBS livre de
célcio, acrescidas de gentamicina 1,5 mM.
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3.2.1. Viabilidade Celular

Apbs 24 horas foi avaliada a viabilidade celular nas células dos grupos C24
e G24, com o uso do corante Tripan Blue 0,1%, na diluicdo de 1:1. As células
foram tratadas com Tripsina, centrifugadas, lavadas por 3 vezes com meio livre de
SBF, para obtermos células em suspensao. Depois de coradas com Tripan Blue
0,1%, foram transferidas para uma camara de Neubauer, para contagem de
células viaveis e inviaveis. As células coradas em azul (pelo Tripan Blue) séo
inviaveis.

O calculo do numero de células por ml foi obtido a partir da seguinte
relacao:

NUMERO DE CELULAS VIAVEIS X 10*/ml X DILUICAO

FONTE: Microbiologia Geral (Curso Técnico em Bioprocessos Industriais e
BIOTECNOLOGIA).

Na qual 10%/ml referem-se & diluicdo na camara de Neubauer.

Nas células em suspensao (GS), seguiu-se o mesmo protocolo para a
realizacdo da contagem nos tempos de 1, 20 e 30 minutos, ap6s administracao da
gentamicina 1,5mM.

3.2.2. Proliferacao

Apbs as 24 horas, tanto o Grupo C24, quanto o Grupo G24, foram
submetidos a avaliagdo da capacidade de proliferacdo. A manutencéo das células
com meio livre de SBF, determina que a cultura ndo se prolifere. As células
nessas condi¢cdes estdo em na fase GO do ciclo celular, portanto ndo realizam
mitoses. Para verificar a capacidade de proliferacdo, foi adicionado ao meio de
cultura SBF 10%. As culturas foram mantidas nessas condi¢des por 24 horas.
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Apébs este periodo foram preparadas para contagem em Camara de Neubauer,

conforme descrito no item 3.2.1.

3.2.3. Fotomicroscopia

Células cultivadas em placas, com aproximadamente 40% de confluéncia,
receberam solucdo de gentamicina 1,5mM ou 3mM e apdés 30 minutos foram
analisadas e fotografadas em microscépio invertido Leica MPS 300, em um

aumento de 20 vezes.

3.3. Analise Estatistica

Os dados foram reportados como média £ EPM. O grupo C e o grupo G
foram comparados pelo teste “t” de student’s, com nivel de significAncia para
p<0.05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Células MDCK C11 em cultura formam uma monocamada homogénea de
células que morfologica e funcionalmente se assemelham as células intercalares
do ducto coletor (GEKLE, 1994).

Culturas semi-confluentes incubadas por 24 horas (G24), em solu¢do 3mM
de gentamicina, apresentaram capacidade de proliferacdo reduzida a 60%,

conforme mostra o grafico 1.
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GRAFICO1- \PROLIFERAQAO DE CELULAS DO CONTROLE E DE CELULAS
EXPOSTAS A GENTAMICINA 3mM POR 24 HORAS (G24)

Entretanto a viabilidade celular ndo foi diferente do controle, uma vez que
células do grupo G24 apresentaram 91,0 + 6,4% de viabilidade, assim como as

células controle, as quais apresentarem 92,3 + 5,2%. (Grafico 2)

1

% VIABILIDADE

CONTROLE GENTAMICINA

GRAFICO 2 — PORCENTAGEM DE VIABILIDADE DE CELULAS EXPOSTAS A
GENTAMICINA 3mM POR 24 HORAS

Foi possivel observar durante a manutencao das culturas que as células
G24 perderam gradativamente a capacidade de adesdo. No processo de
tripnizacdo, muitas células acabaram sendo perdidas, ja na primeira lavagem.
Desta forma, podemos sugerir que as células que se mantém aderidas sao
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apenas as viaveis e por isso temos um menor numero de células, com alta
porcentagem de viabilidade.

Pelo o que foi observado durante a montagem e manutencdo de
protocolos, células em suspensdo sdo mais susceptiveis aos efeitos téxicos da
gentamicina. Quando 3mM de gentamicina foram adicionados a um tubo
contendo células em suspensao, apds uma hora de exposicao, nenhuma célula
foi encontrada na amostra.

Dados da literatura mostram que a toxicidade da gentamicina sobre as
células renais depende da dose e do tempo de exposicao. Andlises de culturas de
células do tubulo proximal expostas por poucos minutos, por horas ou por 24
horas a doses entre 1 a 3 mM, mostram que os graus de apoptose e necrose vao
aumentando gradativamente (SERVAIS,2005).

No Grafico 3 pode-se observar a variagdo da viabilidade celular de células
MDCK em suspens&o, incubadas com solucdo de gentamicina 1,5mM. E possivel
notar que, da mesma forma que em células do tubulo proximal, as células MDCK
também apresentam uma sensibilidade a gentamicina dose e tempo dependente.

Viabilidade
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GRAFICO 3- VARIACAO DA VIABILIDADE DAS CELULAS EXPOSTAS A
GENTAMICINA 1,5mM, EM DIFERENTES INTERVALOS DE TEMPO
Observamos ao microscopio Optico culturas celulares semi-confluentes
expostas as doses 1,5mM e 3mM, por 30 minutos. E possivel notar que quando
administrada uma dose de 3mM de gentamicina, as células apresentam menor
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tamanho (Fotografia 3), se comparadas as células controle (Fotografia 1) e as
células que receberam gentamicina a 1,5mM (Fotografia 2).

FOTOGRAFIA 1 - CELULAS MDCK CONTROLE.
NOTA: 20X

FOTOFRAFIA 2 - CELULAS MDCK COM GENTAMICINA
NOTA: 1,5Mm. 20X
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FOTOGRAFIA 3 - CELULAS MDCK COM GENTAMICINA
NOTA: 3,0 mM. 20X

O aspecto da cultura apresentado na Fotografia 3, leva a interpretacao de
que essas células estdo perdendo a capacidade de adesdo, ou seja, estdo se
soltando da parede da placa (situagao bastante observada durante a manipulagéo
das culturas).

A partir dos dados da literatura, é possivel atribuir os efeitos toxicos da
gentamicina sobre as células renais a duas principais formas de agao.

A primeira estaria relacionada a estimulagdo de receptores endociticos,
como a glicoproteina 330 (gp330) e megalina. Ligacdo de aminoglicosideos com
receptores que medeiam a endocitose, como a megalina, tem sido descrita como
a principal via para captagdo da gentamicina em células proximais renais.
Megalina é um dos receptores responsaveis pela endocitose de moléculas de
baixo peso molecular, sendo altamente expresso no cortex renal (MOESTRUP,
1995; NAGAI et al 2001).

A segunda forma de agao da gentamicina seria por via ndo endocitica,
envolvendo a estimulagédo de receptores sensiveis a célcio (CaR). O aumento da
concentracao intracelular de célcio promove proliferacdo e contracdo de células
do mesangio. A gentamicina é capaz de super-estimular esses efeitos nas células
mesangiais, as quais sao responsaveis por alterar o coeficiente de filtragcao (kF),
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determinante na taxa de filtracdo glomerular (WARD, 2002; MARTINEZ-
SALGADO, 2007). Outra via ndo endocitica foi demonstrada por MYRDAL (2005),
estudando a acdo de aminoglicosidicos em células MDCK. Esses autores
descreveram a acao desses antibidticos sob receptores de membrana, sensiveis
ao calcio, mas com baixa especificidade, que estariam envolvidos com transducéo
de sinais (TRP family)

No caso das células MDCK C11, utilizadas em nossos experimentos, a
gentamicina parece estar prejudicando a capacidade de proliferacdo e a
viabilidade celular, indicando que qualquer uma dessas vias pode estar envolvida.
Como a capacidade de endocitose ndo é caracteristica funcional destas células,
como é para as células do tubulo proximal, & possivel supor que vias nao
endociticas estejam envolvidas nesta acdo tbxica. Assim sendo, o modelo
experimental de nefrotoxicidade induzida por gentamicina, em células MDCK é
viavel, podendo ser utilizado para futuros estudos envolvendo a capacidade de
transporte de ions, manutencao de potenciais elétricos e de capacidade regulagao
do pH intracelular. Qualquer modificacdo na dindmica destes mecanismos pode
levar a injurias no tecido renal, responsaveis pela evolugao da insuficiéncia renal

e de suas possiveis comorbidades.
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5. CONCLUSAO

Com os experimentos propostos, foi constatado que as células MDCK
apresentaram reducdo na taxa de proliferacédo celular, diminuicdo da capacidade
de adesdo e diminuicdo da viabilidade celular, quando expostas a diferentes
concentracdes de gentamicina.

Este estudo mostrou que o modelo de cultura de células MDCK, subtipo
C11, pode vir a ser utilizado em estudos futuros de nefrotoxicidade, induzida pelo

uso de aminoglicosidios como a gentamicina, em células tubulares distais.
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