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RESUMO

No sul do Brasil, o Loxoscelismo tem mostrado ser importante
particularmente no Estado do Parana. Os mecanismos que respondem pelo efeito
dermonecroético do veneno da aranha marrom sao ainda inconclusivos devido a
sua grande complexidade quimica e as inimeras agdes tdxicas dos seus
componentes. O veneno da aranha marrom € uma mistura homogénea de toxinas
protéicas com diferentes massas moleculares. Algumas destas tém sido
identificadas e bioquimicamente bem caracterizadas, incluindo a fosfatase
alcalina, fosfohidrolase ribonucleotideo, hialuronidase, serinoproteases,
metaloproteases e esfingomielinase-D. O objetivo deste trabalho foi investigar o
potencial de toxicidade da proteina recombinante LiRecDT, obtida por clonagem
molecular a partir da glandula de veneno da aranha marrom, sobre os parametros
do metabolismo oxidativo mitocondrial do cértex renal de rato. Mitocondrias deste
tecido foram isoladas seguindo o método de VOSS et al. (1987), com algumas
modificagdes. Para analises polarograficas do consumo de oxigénio na
preparacdo de mitocdndrias isoladas, os experimentos foram realizados em
volume final de 1.3 ml, sob agitacdo constante em camara termostatizada a 28°C.
Foi determinada a atividade ATPasica em mitocondrias intactas, assim como
investigadas as atividades enzimaticas mitocondriais, a saber, NADH oxidase e
Succinato oxidase. Os parametros avaliados foram: velocidade respiratéria na
presenca de ADP (estado lll), velocidade respiratéria apés o consumo de ADP
(estado 1V), a razdo ADP/O e o Coeficiente de Controle Respiratério (RC). Com a
finalidade de padronizar o tempo de incubacéo da preparagéo mitocondrial com a
LiRecDT, foi desenvolvido um estudo de cinética de consumo de oxigénio sob
diferentes tempos de incubagido, sendo escolhido o tempo de 6 minutos. Os
experimentos que avaliaram o efeito de diferentes concentragdes da toxina sobre
a velocidade respiratéria mitocondrial, mostraram efeito inibidor do estado Il para
as trés concentragfes utilizadas. Esta resposta sugere varias possibilidades de
mecanismos de agio desta toxina, como a inibigdo dos complexos enzimaticos da
cadeia respiratoria, inibi¢do das desidrogenases do substrato ou ainda inibigdo da
atividade do translocador de nucleotideos da adenina. A atividade da enzima
Succinato oxidase nao sofreu inibicdo significativa, j& para a NADH oxidase
observou-se discreta inibicdo, indicando que a LiRecDT possa atuar sobre o
complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial. Embora os experimentos de
mensuragdo da atividade da enzima ATPase nao tenham mostrado diferencas
estatisticamente significativas, os resultados obtidos na presenga da toxina
LiRecDT mostraram uma tendéncia de estimulo da atividade hidrolitica da enzima.
Esse efeito poderia interferir na produgdo de ATP, ocasionando um aumento da
osmolaridade celular, dependente da retengdo do sodio, levando a formagao de
edema celular. Esta situagcdo pode acarretar prejuizos para 0s mecanismos
fisiolégicos que respondem pelo transporte de eletrdlitos pelo néfron e contribuir
para a instalagdo da insuficiéncia renal, como ja demonstrado ocorrer em
humanos e em animais de experimentacéo.

Palavras-chave: Loxosceles intermedia, LiRecDT, Metabolismo Energético
Mitocondrial.



1. INTRODUGAO

A aranha marrom (Figura 1), pertence ao filo Artropoda, subfilo
Chelicerata, ordem Araneae, subordem Araneomorpha, familia Sicariidae,
género Loxosceles (PLATNICK, 2004).

Figura 1: Aranha Marrom - Loxosceles
intermedia.

Esses aracnideos possuem tamanho corpéreo entre 8mm e 15 mm e
apéndices locomotores entre 8mm e 30 mm. Segundo FUTRELL (1992), o
cefalotérax dessas aranhas exibe caracteristicas que lembram o formato de um
violino, e por isso sdo também chamadas de aranhas violino. O aparelho visual
€ composto de seis olhos, arranjados aos pares e dispostos em trés diades,
uma anterior e duas em posicéo lateral. Tal organizagdo € uma das importantes
caracteristicas morfolégicas utilizadas para a identificagdo deste animal
(VETTER & VISSCHER, 1998).

Aranhas Loxosceles sp. possuem habitos noturnos e n&o séo
agressivas. No ambiente natural, vivem sob rochas, dentro de fendas de
arvores, por entre entulhos, restos de materiais de construgcdo armazenados e
outros lugares secos e de pouca manipulagdo que podem servir como abrigo
(Figuras 2 e 3) (GERTSCH, 1967, GERTSCH & ENNIK, 1983; GALIANO,
1967). Essas aranhas mostram ser resistentes a temperaturas que variam

entre 8°C e 43°C, podendo sobreviver por varios dias ou meses sem comida e



agua (FUTRELL, 1992). Suas teias s&do produzidas de forma irregular, com
aspecto de algodédo esfiapado (FUTRELL, 1992).

Figura 2: Loxosceles intermedia em ambiente
intradomiciliar.

Figura 3: Loxosceles intermedia em ambiente
natural.

As glandulas de veneno de L. intermedia sdo compostas de duas
camadas de fibras musculares estriadas, uma externa e a outra interna em
contato com uma estrutura subjacente que separa as células musculares das
células epiteliais da glandula de veneno, a qual, internamente encontra-se no



epitélio secretor, um epitélio glandular simples. As células epiteliais s&o
arranjadas lado a lado e emitem projegbes para o lumen das glandulas, as
quais sao ricas em vesiculas secretoras contendo o veneno. A lamina basal
que separa as ceélulas epiteliais secretoras das glandulas das células
musculares contém glicoproteinas, residuos de sulfato glicosaminoglicana,
laminina e entactina (DA SILVA, 2004).

Esses aracnideos sdo de grande relevancia médica em varios lugares
do mundo, principalmente no continente americano onde habitam varias
espécies, entre elas: L. amazonica, L. hirsuta, L. reclusa, L. gaucho, L. laeta,
L. simifis e L. intermedia (FUTRELL, 1992).

Loxoscelismo € o termo utilizado para descrever, além do contexto
epidemiolégico dos acidentes, sintomas e sinais clinicos decorrentes das
picadas dessa aranha (FUTRELL, 1992; VEIGA et al., 2001; LUCIANO et al.,
2004).

No sul do Brasil, o Loxoscelismo tem mostrado ser importante
particularmente no Estado do Parana. Com efeito, nos ultimos quinze anos,
acidentes com a aranha marrom na cidade de Curitiba e Regido Metropolitana,
tém alcangado niveis bastante significativos, com recorréncia epidemilologica a
cada ano. Entre 1993 e 2001, a incidéncia de picadas de aranha marrom era
de 1,4 casos por 1000 habitantes sendo que 23% das picadas ocorreram em
coxa, 16,7% no tronco, 14% nos bragcos e 13% na perna. Quanto ao
estadiamento, a maioria dos casos era classificada como moderado (leves) e
somente 1% evoluiu para a forma grave (SECRETARIA DE SAUDE DE
CURITIBA, PR, 2002; DA SILVA, 2004). Tais acidentes obedecem a perfil
sazonal caracteristico, sendo mais frequentes nos meses quentes do ano
(Figura 4) (VETTORELLO, 2002).

Dados epidemioldgicos oriundos dos 6rgédos oficiais vinculados a Saude
Publica do Estado do Parana e do Municipio de Curitiba, mostram que a
espécie predominante tem sido a L. intermedia e que o niumero de acidentes
com esse aracnideo tem aumentado significativamente nos Gltimos anos. Em
1992, cerca de 1100 notificagbes foram registradas e no ano de 2004, os
acidentes loxoscélicos abrangeram mais de 3700 casos (SECRETARIA
MUNICIPAL DE SAUDE, Curitiba, dados ndo publicados). (Figura 5)
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Figura 4. Perfil sazonal caracteristico dos acidentes com Loxosceles
sp., Curitiba/Pr — 1992.
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Figura 5. Série histérica dos acidentes com Loxosceles sp.
Curitiba/Pr - 1990/2004.




Sua casuistica, “per se”, define o fendbmeno como de importancia clinica
consideravel e tem mobilizado recursos institucionais do Estado e Municipio
para o treinamento de profissionais das areas médicas e para-médicas,
visando aprimorar o diagnéstico e tratamento dos acidentes, bem como para
viabilizar a producdo do soro Antiloxoscélico. Campanhas de parcerias
interinstitucionais, de conteuddo educativo dirigido a populagdo, tém sido
utilizadas como mecanismo de prevengéo visando diminuir a proliferagéo deste
aracnideo e minimizar seu potencial de risco.

A grande maioria desses acidentes tem ocorrido no ambiente
intradomiciliar quando a aranha € pressionada contra o corpo da vitima, seja no
ato de vestir, na manipulacédo de entulhos ou mesmo quando a pessoa deita
para dormir e a aranha esta presente nas roupas de cama.

As notaveis diferencas de gravidade entre os acidentes loxoscélicos
podem ser devidas a espécie da aranha (MINISTERIO DA SAUDE, 1998), sexo
(OLIVEIRA et al., 1999), estagio de desenvolvimento da aranha (ANDRADE et
al., 1999) e quantidade de veneno inoculada (SEZERINO ef al., 1998), assim
como a idade, resisténcia imunologica e caracteristicas genéticas do paciente
(GUILHERME et al., 2001).

No local da picada (Loxoscelismo cutaneo), ocorre hemorragia
subcutanea e, dependendo da quantidade de veneno inoculada, instala-se
processo inflamatorio intenso associado a eritema, edema e necrose (Figura
6), além da infiltragdo maciga de polimorfonucieares (FUTRELL, 1992; DA
SILVA et al., 2004). Manifestacdes sistémicas podem também ocorrer e séo
caracterizadas por hemolise, coagulacao intravascular disseminada, alteracées
na agregacgao plaquetaria, trombocitopenia e insuficiéncia renal (FUTRELL,
1992; COUTINHO, 1996; VEIGA et al., 2001a; ZANETI et al., 2002).

Os mecanismos que respondem pelo efeito dermonecrético do veneno
da aranha marrom sao ainda inconclusivos devido a sua grande complexidade
quimica e as inumeras agdes toxicas dos seus componentes.

Contudo, os resultados mais recentes advindos da experimentacgdo in
vivo e in vitro fortalecem a hipétese de que o processo de degradagéao protéica
parece ser desencadeado por complexos enzimaticos, incluindo as
esfingomielinases, hialuronidases e metaloproteases, a partir de suas

interagdes com componentes moleculares da membrana celular e da matriz



extracelular, como condroitin sulfato proteoglicanas, heparan sulfato
proteoglicanas, entactina, fibronectina e fibrinogénio (FUTRELL, 1992; DA
SILVA et al., 2004).

Outros achados evidenciaram o papel da esfingomielinase do veneno
sobre a esfingomielina das hemacias, agdo essa que é capaz de clivar as
glicoforinas e entdo induzir a ativagdo do Sistema Complemento, um
importante componente do complexo imunologico de defesa do organismo. A
ativacdo desse sistema parece promover entdo a lise das heméacias e
responder pelas severas consequéncias deste efeito (TAMBOURGI et al.,
2000).

Figura 6: Loxoscelismo cutdneo - lesé&o
dermonecroética em lactente.

Uma terapia definitiva para o tratamento do Loxoscelismo ainda nao foi
estabelecida (WHITE et al., 1995; GUILHERME et al., 2001). No Brasil, a
soroterapia com soro antiaracnidico, produzido pelo Instituto Butantan em Sao
Paulo ou o antiloxoscélico, produzido pela Secretaria de Estado da Saude do
Parana e a administragédo de corticéides sdo as abordagens terapéuticas mais
empregadas (GUILHERME et al., 2001).



Esses soros antiveneno sdo produzidos a partir da imunizagdo de
cavalos com uma mistura de venenos de aracnideos (Tityus serrulatus e Tityus
bahiensis, Phoneutria nigriventer e Loxosceles gaucho) (FURLANETTO et al.,
1962a,b; BRAZ et al, 1999), ou no caso do antirloxoscélico, com apenas o
veneno extraido da aranha marrom.

Os soros antiaracnidico e antiloxoscélico sdo ambos eficientes.
Entretanto, o soro antiloxoscélico reage mais fortemente, provavelmente
porque somente um tipo de veneno foi utilizado para produzir anticorpos (BRAZ
et al., 1999).

O soro antiloxoscélico tem uma eficiéncia mais alta na neutralizagdo da
atividade letal com poténcia de 3,2, enquanto que o soro antiaracnidico
polivalente tem 0,8. O soro antiloxoscélico monovalente € também mais
eficiente na neutralizacdo da atividade dermonecroética, a qual representa o
efeito téxico mais relevante do veneno de L. intermedia. Desta maneira, 1ml de
soro antiloxoscélico neutraliza 15 DMN (dose minima necrosante), enquanto
1ml de soro polivalente neutraliza menos do que 6 DMN (Braz et al., 1999).

Em mais de 90% dos casos de suspeita de picada por aranhas, a aranha
n&o esta disponivel para que o acidente seja corretamente identificado. Assim,
o diagnostico é feito, via de regra, com base nos relatos dos pacientes, o que
dificulta o tratamento (KRYWKO et al., 2002).

Visando aprimoramento do diagnéstico e uma melhor utilizagdo racional
dos soros, estudos presentemente estdo sendo conduzidos no sentido de
produzir um método imuno-enzimatico capaz de quantificar e qualificar o
veneno circulante nas vitimas do Loxoscelismo (CHAVEZ - OLORTEGUI et al.,
1998; GUBERT, I.C., 2005)

O veneno da aranha marrom € uma mistura homogénea de toxinas
protéicas e moléculas de baixo peso molecular (5kDa — 40kDa) (MOTA &
BARBARO, 1995; DA SILVA et al., 2004; DA SILVEIRA et. al., 2002). Algumas
toxinas presentes no veneno da aranha marrom tém sido identificadas e
bioquimicamente bem caracterizadas, incluindo a fosfatase alcalinag,
fosfohidrolase ribonucleotideo, hialuronidase, serinoproteases,
metaloproteases e esfingomielinase-D (FEITOSA et. al, 1998; FUTRELL,
1992; DA SILVA et al., 2004; VEIGA et al., 2001a).
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As toxinas do veneno de L. gaucho, L. laeta e L. infermedia podem ser
separadas em trés fragées maiores (A,B e C) e as atividades dermonecrotica e
letal parecem ser encontradas somente na fragdo A (BARBARO et al., 19963;
DA SILVA et al.,, 2004). A proteina da fragdo A tem peso molecular de
aproximadamente 35kDa em L. gaucho e L. intermedia e 32kDa em L. laeta. A
alta porcentagem de sequéncias idénticas N-terminais da toxina
dermonecrética de L. gaucho, L. intermedia e L.laeta sugere fortemente que
estas proteinas s3o similares (BARBARO et al., 1996b; DA SILVA et al., 2004).

As proteinas com massa molecular na faixa de 32 — 35 kDa com
atividade esfingomielinase sdo consideradas como 0s componentes mais
téxicos e imunogénicos do veneno de Loxosceles (ALVARENGA, 2003).
Anticorpos monoclonais ou policlonais contra a fragcdo dermonecroética (DNF),
mostraram ser eficientes na neutralizagdo da atividade dermonecrética do
veneno de Loxosceles (REES et al, 1981, GUILHERME et al, 2001;
ALVARENGA et al., 2003).

Varios estudos utilizando animais de experimentacido, bem como
diferentes ensaios in vitro, investigando os efeitos téxicos do veneno da aranha
marrom tém sido conduzidos por diferentes grupos de pesquisa.

Experimentos com injecdo do veneno bruto da aranha marrom em ratos
mostraram, em periodos de 12, 24 e 48 horas poés-inoculagdo, proteinuria
maciga, glicosuria e colabamento obstrutivo do tubulo renal, induzido por
evidente edema intracelular (COUTINHO, 1996).

Monteiro et al. (2002), isolaram e identificaram diferentes bactérias das
queliceras e do veneno da aranha L. intermedia, incluindo a Clostridium
perfringens, tendo sido possivel comparar, experimentalmente em coelhos, a
lesdo dermonecrotica produzida pela inoculagdo do veneno, isoladamente, e
pela combinagdo do veneno com esta bactéria anaerébica. Os resultados
mostraram que essa combinagdo resulta em uma notavel potencializagdo do
tamanho da lesdo, a qual mostrou resposta de regressdo com o0 uso de
penicilina G. Esta constatacio indica que a gravidade de algumas lesbes pode
ser resultado ndo s6 da agido das enzimas proteoliticas presentes na
composi¢cdo do veneno, mas também da acido de toxinas liberadas por
bactérias oportunistas. Esses achados experimentais apontam para a



possibilidade de inclusdo da antibioticoterapia no protocolo de tratamento de
alguns casos de Loxoscelismo.

Metaloproteinases com atividade gelatinolitica, fibronectinolitica e
fibrinogenolitica (FEITOSA et al, 1998, BRAZ et al, 1999), e peptideos
neurotéxicos foram caracterizados como componentes individuais em L.
intermedia e podem ser responsaveis pelos efeitos mais letais e potentes do
veneno (BARBARO et al., 1994; BRAZ et al., 1999).

Estudos recentes tém mostrado que as proteinas do veneno da aranha
marrom possuem atividades enzimaticas diferenciadas, agindo sobre varios
substratos organicos. Deste modo, podem exercer papel importante ndo s6 na
evolucdo da lesdo dermonecrotica, como também nos disturbios
hemodinamicos e nas injurias morfoldégica e funcional de varios 6rgéos alvo,
como mostrado ocorrer com o parénquima renal, em diferentes modelos de
experimentagdo animal (COUTINHO, 1996; CHAIM et al., 2005, in press;
LUCIANO, 2004; VEIGA et al., 2001a).

LUCIANO et al. (2004), mostraram que em camundongos tratados com
veneno de L. intermedia, ocorre um complexo modelo de nefrotoxicidade.
Nesses experimentos foram observados acumulo de material proteinaceo na
capsula de Bowman, material eosinofilico na luz de tabulos corticais e
medulares, edema intersticial com presenga de hemaceas no espago
extravascular e degeneragdo vacuolar nos tubulos proximal e distal. Os
mesmos autores relataram alteragdes ultraestruturais, destacando-se
desorganizagao estrutural e vacuolizagdo de mitocdndrias, aumento de reticulo
endoplasmatico liso e presenga de autofagossomos, indicando processo agudo
de sofrimento necrotico celular, lesbes importantes em glomérulos, com ruptura
da membrana basal subepitelial, sinais de citotoxicidade nos podoécitos e
indicios de desorganizagio das fenestras capilares.

Por outro lado, estudos de Biologia Molecular tém permitido obter
diferentes toxinas recombinantes a partir da técnica de clonagem molecular,
utilizando material genético das glandulas de veneno da aranha marrom,
inserido no genoma de microorganismos, como a bactéria E. coli Com essa
técnica, Kalapothakis et al. (2002), obtiveram a expressdo de uma proteina
recombinante (LiD1) que apresentou importantes propriedades imunolégicas.

Esta mesma proteina, quando inoculada em coelhos foi capaz de gerar
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anticorpos reativos contra o veneno bruto da aranha marrom e mostrar
eficiéncia potencial como vacina (ARAUJO et al., 2003).

Chaim et al. (2005, in press), mostraram efeitos dermonecrético e
nefrotoxico da proteina recombinante LiRecDT, recentemente clonada e
expressa, a partir da utlizacdo das glandulas de veneno da aranha L.
intermedia. A inoculagdo experimental desta toxina provocou aiteracoes
histopatologicas na pele de coelho, mudangas na organizacio estrutural de rins
de camundongos, bem como em cultura de células tubulares MDCK, estudadas
in vitro. Tais alteragbes evidenciaram marcante citotoxicidade, incluindo edema
de células tubulares, colapso focal da membrana basal glomerular, presenca
de eritrocitos na capsula de Bowman, hialinizagcdo difusa com material
proteinaceo presente na luz dos tubulos proximal e distal e degeneragdo
vacuolar difusa das células epiteliais tubulares, em ambos, tabulo proximal e
distal.
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2. JUSTIFICATIVA

Em decorréncia desses diferentes achados experimentais que mostram,
entre outros, o efeito nefrotoxico do veneno da aranha L. intermedia, manifesto
sobre a organizagao ultraestrutural de organelas citoplasmaticas, em especial
sobre mitocdndrias, o presente trabalho foi idealizado. Sua proposta visa
investigar o potencial de toxicidade desse veneno sobre o metabolismo
oxidativo mitocondrial, com o intuito de melhor entender as injurias funcionais

do tecido renal, detectadas em estudos anteriores.
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3. OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial de toxicidade da proteina recombinante LiRecDT,
obtida por clonagem molecular a partir da glandula de veneno da aranha
marrom (Loxosceles intermedia), sobre o0s parametros do metabolismo

oxidativo mitocondrial do tecido cortical de rim de rato.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estudar os efeitos da toxina dermonecrotica recombinante LiRecDT
sobre a velocidade de respiragdo de mitocondrias isoladas do cortex de
rim de rato.

o Avaliar os efeitos da toxina dermonecrotica recombinante LiRecDT sobre
a atividade da enzima NADH oxidase.

e Auvaliar os efeitos da toxina dermonecroética recombinante LiRecDT sobre
a atividade da enzima Succinato oxidase.

e Investigar os efeitos da toxina dermonecrética recombinante LiRecDT

sobre a atividade da enzima ATPase.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Oxidagdes, do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular e no Laboratério de
Fisiologia Renal do Departamento de Fisiologia do Setor de Ciéncias Biolégicas

da Universidade Federal do Parana.

4.2 MATERIAIS PARA ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS

Para proceder ao isolamento das mitocdndrias, utilizadas nesses
estudos, foram necessarios os seguintes materiais: duas tesouras (uma de
ponta reta e outra de ponta curva), seis tubos de centrifuga, duas pingas, dois
pistilos (um frouxo e outro justo), um tubo de Van-Potter, um pincel macio, um
tubo cone, um tubo de ensaio pequeno, uma placa de Petri e quatro beckers.
(Figura 7)

Todo material utilizado nestes ensaios foi lavado com agua Mili-Q e

deixado secar de um dia para o outro.

Figura 7: Material de procedimento cirurgico
para a retirada dos rins de rato.
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43 ANIMAIS BIBLIOTEZA DT CIZNCIAS EIDLOGICAS

Para o isolamento das mitocondrias, foram utilizados ratos albinos,
machos, da linhagem Wistar, pesando em torno de 250g, fornecidos pelo
Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana.
Esses animais foram alimentados com ragdo Nuvilab® e antes dos
experimentos foram colocados em jejum por 12 horas com agua ad libitum. Os
animais foram sacrificados por decapitagdo e, em seguida, o tecido do cortex
renal externo foi removido e imediatamente transferido para o meio de
isolamento. A preparagdo foi mantida em banho de gelo durante o
processamento experimental.

Todos os protocolos experimentais com utilizagdo de animais, previstos
neste trabalho, foram desenvolvidos de acordo com as normas preditas pelos
“Principios de Cuidado com Animais de Laboratério” — “Principles of Laboratory
Animal Care” — (NIH PUBLICATION n°® 85-23, revised 1985) e as normativas
estabelecidas pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal do Setor de
Ciéncias Biologicas da UFPR e pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA).

4.4 TOXINA RECOMBINANTE (LiRecDT)

A toxina recombinante (LiRecDT) utilizada no presente estudo, foi
fornecida pelo Laboratério de Matriz Extracelular do Departamento de Biologia
Celular do Setor de Ciéncias Biolégicos da UFPR. Essa toxina foi utilizada
diretamente sobre a solugdo de mitocoéndrias isoladas em 3 diferentes

concentragdes, a saber: 2.31pg/mL, 3.85 ng/mL, 7.69 pg/mL..

4.5 ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE RIM DE RATO

Mitocéndrias do cértex renal de rato foram isoladas seguindo o método
de VOSS et al. (1987), com algumas modificacdes. O meio de isolamento ou
de extragdo teve a seguinte composi¢gdo: manitol 210 mM, sacarose 70 mM,
Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,5 mM, BSA 0,05g%, H>O mili Q, q.s.p. volume final de
300 mL. O pH desta solugéo foi ajustado para valor de 7 ,4.
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Ap6s 0 procedimento cirurgico, ambos os rins foram manipulados com
instrumental apropriado com o objetivo de isolar o parénquima cortical da
regido medular. Esse tecido, foi removido e colocado imediatamente no meio
de isolamento (com cristais de gelo). Em seguida, o material foi picado com
tesoura e homogeneizado com homogeneizador de Van-Potter, por 3 vezes
com pistilo solto e por 2 vezes com pistilo apertado (Figura 8). O material
homogenado foi entdo transferido para dois tubos de centrifuga (o peso foi
acertado com o meio de isolamento) e entdo centrifugado a 2500 rpm por 5
minutos. Na sequéncia, o sedimento foi desprezado e o sobrenadante
centrifugado a 12500 rpm por 10 minutos. O sedimento contendo as
mitocéndrias foi ressuspenso e centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos. Esse
processo foi entdo repetido por mais uma vez. As mitocdndrias isoladas foram
ressuspensas com aproximadamente 2 mL do meio de isolamento.

Concluido esse processo, a dosagem de proteina na solugdo de
mitocOndrias isoladas foi procedida de acordo com o método de LOWRY et al.
(1951), usando-se soroalbumina bovina como padrao.

Esse procedimento permitiu expressar indiretamente a quantidade de
mitocéndrias presente na solugéo utilizada no ensaio in vitro. As leituras foram
feitas em 700 nm utilizando-se espectrofotdmetro Hitachi modelo U-2001
UVWNis. Os resultados foram expressos como Média + E.P.M. de trés diferentes

diluigdes.

Figura 8: Tecido cortical renal picado com
tesoura.
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4.6 COMPOSICAO DO MEIO DE REAGAO PARA AVALIACAO DO
CONTROLE RESPIRATORIO MITOCONDRIAL

O meio de reagéo para mensuragéo do controle respiratorio mitocondrial,
teve a seguinte composi¢cdo: manitol 125 mM, KCI 65 mM, Hepes 10 mM,
EGTA 0,1 mM, BSA 0,05 g% e H>O mili Q, q.s.p. volume final de 100 mL. O
pH desta solugéo foi ajustado para valor de 7,2.

4.7 PREPARO DO MEIO DE INCUBAGAO MITOCONDRIAL PARA ANALISE
POLAROGRAFICA DO CONSUMO DE OXIGENIO

Aliquotas do meio de reagdo, descrito no item 4.6, foram suplementadas
com glutamato de sédio 5 mM ou succinato de sédio 3 mM, Pi 1,6 mM e ADP
0,16 mM. A esta solucdo foi entdo adicionada 1mg de mitocdndrias isoladas
(expressa em fungdo da concentragdo de proteina presente no meio de
isolamento). O volume final do meio de incubagdo mitocondrial foi entdo

ajustado para 1,3 mL com o meio de reagéo.

4.8 ABORDAGEM EXPERIMENTAL DOS ENSAIOS in vitro

A toxina recombinante (LiRecDT), obtida da glandula de veneno da
aranha marrom, foi adicionada ao meio em diferentes concentragdes
(2.31ug/ml, 3.85ug/ml e 7.69ug/ml) e permaneceu incubada por diferentes
tempos em presencga da proteina mitocondrial.

Inicialmente foi procedida uma cinética de tempo (T1=2min, T2=4min e
T3=6min), utilizando uma concentragdo constante (3.85ug/mL), com a
finalidade de padronizacdo do tempo de exposicdo das mitocdndrias com a

toxina em todos 0s experimentos posteriores.

4.9 ANALISES POLAROGRAFICAS DO CONSUMO DE OXIGENIO NA
PREPARAGAO DE MITOCONDRIAS ISOLADAS

Os experimentos foram realizados em volume final de 1,3 mL, sob

agitagdo constante em camara termostatizada a 28°C (VOSS et. al., 1961)
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(Figura 9). O consumo de O, nas mitocondrias intactas presentes nas
diferentes amostras, foi determinado polarograficamente em oxigrafo Gilson
utilizando-se um eletrodo de oxigénio tipo Clark (Yellow Springs Instruments
Co.) (Figura 10). Os resultados foram expressos em nanomoles de O,
consumido por mg de proteina mitocondrial por minuto (nMoles de O2 . mg™ .
min™), considerando-se que a solubilidade do O, na &gua, a temperatura
utilizada de 28°C e 1 atm, é de 250 mmol.L" (ESTABROOK, 1967). O
Coeficiente de Controle Respiratério (CCR), foi obtido da relagdo entre a
velocidade respiratéria na presenca de ADP (estado lll) e a velocidade apés o
consumo de ADP (estado IV). A razdo ADP/O foi entdo avaliada considerando-
se a razao entre a concentracdo molar de ADP adicionado ao sistema
(CHANCE & WILLIAMS, 1955) (ESTABROOK, 1967) e a quantidade de

oxigénio consumido no estado lll.

Figura 9: Camara com meio de incubacgao
termostatizado a 28°C — 1.3 mL.
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Figura 10: Oxigrafo Gilson - determinagéo
polarografica do consumo de oxigénio.

4.10 PREPARO DA SUSPENSAO DE MITOCONDRIAS ROMPIDAS PARA
DETERMINAGAO DE ATIVIDADES ENZIMATICAS MITOCONDRIAIS

Mitocondrias isoladas do cortex renal de rato, conforme descrito
anteriormente (item 4.5), foram congeladas em nitrogénio liquido até sua
utilizagcdo, quando entdo foram rompidas por choque térmico (congelamento e
descongelamento por 3 vezes), sendo mantidas em banho de gelo durante o
tempo dos ensaios. Neste processo, foram obtidos fragmentos de membrana,
nos quais todos os componentes da cadeia respiratéria apresentaram atividade
satisfatoria.
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411 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ATPasica EM MITOCONDRIAS
INTACTAS

4.11.1 METODO

A atividade da F1Fo ATPase (ATP fosfohidrolase) em mitocondrias
intactas foi determinada dosando-se o fosfato inorganico (Pi) decorrente da
hidrélise de ATP, segundo método descrito por PULMANN ef al. (1960).

4.11.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O ensaio foi realizado a 28°C, em sistema de reagdo constituido de
sacarose 50 mmol.L™", tampao Tris-HCI 12 mmol.L™ (pH 7,4), KCI 50 mmol.L" e
3 mg de proteina mitocondrial. O volume final da reagéo foi de 1 mL. A reagéo
foi iniciada pela adicdo de 3 mmol.L"' de ATP (T0) e mantida sob agitacdo
constante, sendo interrompida apdés 10 minutos pela adigdo de 100 pL de
solugéo de TCA a 5%. O material foi centrifugado a 10000 . g por 1 minuto,
sendo entdo o fosfato inorganico do sobrenadante dosado pelo método de
SUMNER (1944).

A atividade da ATPase mitocondrial foi entdo expressa em pmols de Pi

liberado . mg de proteina™.

4.12 NADH OXIDASE (NADH: OXIGENIO OXIDO-REDUTASE)

A atividade da NADH oxidase foi determinada polarograficamente
segundo SINGER (1974). O sistema de reagdo mantido a 28°C e em volume
final de 1.3 mL, foi constituido de: tamp&o fosfato 80 mmol.L™", pH 7,4, EDTA
50 pmol.L', NADH 0,17 mmolL" e 1mg de proteina mitocondrial. A
preparagdo foi incubada com a proteina recombinante LiRecDT por seis
minutos e a reac&o iniciada pela adicdo de NADH. A velocidade de consumo
de oxigénio foi entdo registrada pelo oxigrafo, sendo que os resultados foram
expressos em nanomol de oxigénio consumido . min™ . mg de proteina™.
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4.13 SUCCINATO OXIDASE (SUCCINATO: OXIGENIO OXIDO-REDUTASE)

A atividade da enzima succinato oxidase foi determinada
polarograficamente segundo SINGER (1974). O sistema de reagdo mantido a
28°C e em volume final de 1.3 mL, tinha a seguinte composigdo: tamp&o
fosfato 80 mmol.L™", pH 7,4, EDTA 50 pmol.L™, succinato 5 mmol.L™ e 0,5mg
de proteina mitocondrial. A preparagdo foi entdo incubada com a toxina
recombinante por seis minutos e a reagao iniciada pela adigdo de succinato. A
velocidade de consumo de oxigénio foi entdo registrada pelo oxigrafo, sendo
que os resultados foram expressos em nanomol de oxigénio consumido . min™ .
mg de proteina™, considerando-se que a solubilidade do oxigénio em agua e a
1 atm de 250 mMoles/L.

4.14 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS RESULTADOS

Os resultados foram analisados considerando o delineamento
inteiramente ao acaso. Nos casos onde se verificou significancia foi realizada a

andlise de variancia com o teste Tukey.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As mitocdndrias s&o organelas das células eucaridticas que possuem duas
membranas, uma externa e outra interna. A membrana externa é facilmente
permeavel a pequenas moléculas e a ions, j& a membrana interna é
impermeavel a pequenas moléculas, ions, incluindo os prétons (H*). As Unicas
espécies que atravessam a membrana interna sdo aquelas para as quais
existem proteinas transportadoras especificas. Essa membrana, emite
numerosas cristas para o interior da organela, aumentando substancialmente a
sua superficie e possui também os componentes da cadeia respiratéria e o
complexo enzimatico responsavel pela sintese de ATP. A matriz mitocondrial
contém enzimas (relacionadas principalmente com o ciclo de Krebs),
ribossomos € 0 DNA mitocondrial (LEHNINGER, A.L.;; NELSON, D.L.; COX,
M.M., 2000).

Inseridos na membrana mitocondrial interna existem inumeros
transportadores de elétrons que formam a cadeia respiratoria mitocondrial. Os
elétrons s&o transferidos enzimaticamente através desses transportadores de
acordo com um gradiente crescente de potenciais redox culminando com a
redugdo do oxigénio & agua (NICHOLLS & FERGUSON, 2003). Conforme os
elétrons s&o transportados, ao mesmo tempo prétons s&do bombeados para o
espaco intermembranas, gerando assim um gradiente de proétons, o qual é
responsavel pela formacdo de um potencial de membrana, também chamado
de forca préton motriz, responsavel pela sintese de ATP (NICHOLLS &
FERGUSON, 2003).

No metabolismo oxidativo de mitocondrias, a fosforilacido do ADP ocorre
logo quando este substrato é adicionado ao sistema de reagdo; a este
fendbmeno da-se o nome de estado Ill. Por outro lado quando a mitocondria
consome todo ADP, a reacédo € chamada estado IV. O Coeficiente de Controle
Respiratoério (RC) pode ser obtido pela razdo entre esses dois estados. A razdo
ADP/O é resultante da razéo entre a concentragcdo molar da ADP adicionada
ao sistema e a quantidade de oxigénio consumido durante todo estado Il
Esses dois parémetros (RC e ADP/Q) avaliados no presente trabalho, podem
refletir diretamente se, em uma dada condigdo experimental, a preparagao
ainda preserva a capacidade mitocondrial de fosforilacdo.
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Foi recentemente demonstrado por microscopia eletrénica que a toxina
recombinante LiRecDT, clonada e expressa a partir da utilizagdo das glandulas
de veneno da aranha L. intermedia (CHAIM et al., 2005, in press), apresenta
efeito tdxico sobre varias organelas em células do epitélio renal, incluindo
mitocondrias (LUCIANO, et al, 2004). Com a finalidade de avaliar tal
possibilidade, no presente trabatho utilizamos mitocdndrias isoladas (intactas e
rompidas) de rim de rato. Para avaliar os efeitos da toxina sobre o metabolismo
oxidativo, foi utilizado glutamato como substrato nas preparacbes de
mitocondrias intactas. Para todos os resultados experimentais, a quantidade de
oxigénio total dissolvido foi igual a 250umol/L.

No presente estudo os parémetros avaliados foram: velocidade
respiratoria na presenga de ADP (estado lll), velocidade respiratoria apds o
consumo de ADP (estado IV), a razdo ADP/O e o Coeficiente de Controle
Respiratorio (RC).

As figuras 11 e 12 mostram experimentos representativos onde, a partir
do tracado do oxigrafo pode-se identificar os estados Il e IV da respiracdo
mitocondrial na auséncia (Figura 11) e presenca da toxina (Figura 12).

Com a finalidade de padronizar o tempo de incubacédo da preparacéo
mitocondrial com a toxina recombinante, foi desenvolvido um estudo de cinética
em diferentes tempos de incubagao. A concentragdo de mitocdndrias utilizadas
nesses experimentos foi de 1 mg/mL e a concentragdo da toxina foi de 3.85
ug/mL.

Os resultados deste experimento estdo apresentados nas tabelas | e |,
que apresentam, respectivamente, os efeitos sobre os estados Il e IV da
respiragdo mitocondrial. O efeito da toxina, dependente do tempo de
incubacéo, verificado na tabela |, mostra 55.44% de inibicéo do estado Il para
tempo de incubacdo de 6 minutos (padronizado em todos os outros
experimentos), 39.69% de inibigcdo para o tempo de 4 minutos e 20.52% para o
tempo de 2 minutos. As médias das velocidades de respiragdo no estado Il
para estes trés tempos foram, respectivamente, 11.16, 15.7 e 20.69umoles de
O2/min/mg de proteina mitocondrial, sendo que 100% de atividade respiratoria

corresponde a 30.62 umoles de O2/min/mg de proteina mitocondrial (Tabela I).
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Figura 11: Consumo  de oxignio por
mitocOndrias isoladas de rim de rato -
experimento representativo.

SISTEMA: Manitol 125 mmol.L™", KCI 65 mmol.L™', Hepes 10 mmol.L™!, EGTA 0,1
mmol.L™!, BSA 0,05 g%, pH 7.2, suplementado com glutamato de sédio 5 mmoles.L”,

Pi 1.54 mmoles.L'1, ADP 0.15 mmoles.L", 1mg de proteina mitocondrial em volume
final de 1.3 mL.
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Figura 12: Consumo de oxigénio por mitocondrias isoladas de rim
de rato, incubadas 6 minutos com a toxina LiRecDT — experimento
representativo.

SISTEMA: Manitol 125 mmol.L™!, KCI 65 mmol.L™', Hepes 10 mmol.L™", EGTA 0,1
mmol.L”', BSA 0,05 g%, pH 7.2, suplementado com glutamato de sé6dio 5 mmoles.L™”,
Pi 1.54 mmoIes.L", ADP 0.15 mmoles.L'1, 1mg de proteina mitocondrial e LiRecDT
7.69ug/mL em volume final de 1.3 mL.
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TABELA I EFEITO DA TOXINA RECOMBINANTE LIRECDT SOBRE A
VELOCIDADE DE CONSUMO DE OXIGENIO NO ESTADO ill E RAZAO
ADP/O EM MITOCONDRIAS DE CORTEX RENAL DE RATO, EM
DIFERENTES TEMPOS DE INCUBACAO.

Tempo| X | XVELOC. % % RAZAO
(min) | RC | ESTADO il | ATIVIDADE | INIBICAO | ADP/0
[ 2.16 26.03 100 0 2.07
T1| 2 1.6* 20.69* 79.48 20.52 2.05
T2| 4 1.6* 15.7* 60.31 39.69 2.03
Ts| 6 [1.23* 11.6* 44.56 55.44 2.08

* Valor médio estatisticamente diferente do controle p< 0,01

SISTEMA: Manitol 125 mmol.L™", KCI 65 mmol.L™!, Hepes 10 mmol.L"', EGTA 0,1
mmo!.L", BSA 0,05 g%, pH 7.2, suplementado com glutamato de sédio 5 mmoles.L” ,
Pi 1.54 mmoles.L™!, ADP 0.15 mmo|es.L‘1, 1mg de proteina mitocondrial e LiRecDT
5ug/mL em volume final de 1.3 mL. RC= Controle Respiratério, C= Controle e T=

Tempo.

TABELA Il EFEITO DA TOXINA RECOMBINANTE L/IRECDT SOBRE A
VELOCIDADE DE CONSUMO DE OXIGENIO NO ESTADO IV E RAZAO
ADP/O EM MITOCONDRIAS DE CORTEX RENAL DE RATO, EM
DIFERENTES TEMPOS DE INCUBACAO.

Tempo| X X VELOC. % % RAZAO

(min) | RC | ESTADOIV | ATIVIDADE | INIBICAO | ADP/O
C 2.16 12.01 100 0 2.07
T1 2 1.6* 13.02 108.4 0 2.05
T2 4 1.6* 9.6 79.93 20.07 2.03
T3 6 1.23* 9.34 77.77 22.23 2.08

* Valor médio estatisticamente diferente do controle p< 0,01

SISTEMA: Manitol 125 mmol.L™", KCI 65 mmol.L™!, Hepes 10 mmol.L", EGTA 0,1
mmol.L", BSA 0,05 g%, pH 7.2, suplementado com glutamato de sé6dio 5 mmoles.L” )
Pi 1.54 mmoles.L™!, ADP 0.15 mmoles.L™, 1mg de proteina mitocondrial e LiRecDT
3.85ug/mL em volume final de 1.3 mL. RC= Controle Respiratério, C= Controle e T=

Tempo.
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Neste trabalho foi também avaliado o efeito de diferentes concentragdes
da toxina recombinante sobre a velocidade respiratoria (estado Il e V),
Coeficiente de Controle Respiratério e razdo ADP/O. Para tal, foram
administradas trés doses diferentes da toxina, a saber, 2.31ug/mL, 3.85ug/mL e
7.69ug/mL  (Tabelas Hli e V), sendo utilizado o tempo de 6 minutos
(padronizado pela cinética de tempo).

Resultados preliminares dos efeitos da toxina recombinante LiRecDT
mostraram efeito inibidor do estado Il {Tabela lll) para as trés doses utilizadas,
sendo que houve 17.89% de inibicdo com a dose |, 20.41% para a dose Il e
30.51% de inibigdo para a dose Ill. As médias das velocidades de respiracdo
no estado llI foram: 16.66, 16.15 e 14.10 umoles de O2/min/mg de proteina
mitocondrial, sendo que 100% de atividade respiratéria corresponde a 20.29
umoles de O2/min/mg de proteina mitocondrial (Tabela lll). Estatisticamente, a
as médias das doses | e I, em relagdo ao controle, ndo foram diferentes.

Vale destacar que a maioria dos elétrons que entram na cadeia
respiratoria mitocondrial surge da acdo de desidrogenases que coletam
elétrons das reagdes oxidativas do complexo piruvato desidrogenase, do ciclo
do acido citrico, da via da f3-oxidag&o e das etapas oxidativas do catabolismo
de aminoacidos e os canalizam na forma de pares para a cadeia respiratoria.
Essas desidrogenases usam pirimidina nucleotideos (NAD* ou NADP®) ou
flavina nucleotideos (FMN ou FAD) como receptores de elétrons
(LEHNINGER, A.L;; NELSON, D.L.; COX, M.M., 2000). Portanto, a inibicéo
aparente do estado lll, pela toxina recombinante {Tabela W), sugere varias
possibilidades de mecanismos, como a inibicdo dos complexos enzimaticos da
cadeia respiratéria, inibicdo das desidrogenases do substrato ou ainda inibigao
da atividade do translocador de nucleotideos da adenina. Um aspecto
interessante de ser abordado refere-se ao fato de que a toxina LiRecDT pode
possuir atividade de esfingomielinase. A esfingomielina € um lipidio que existe
em baixas proporgdes na membrana mitocondrial intersa2%) (DEVLIN,
T.M., 2003). Portanto, ndo se pode descartar a hipotese de que os efeitos
observados sejam decorrentes da hidrélise do esfingolipideo pela toxina, o que
pode causar alteracbes de fluidez da membrana mitocondrial e, de fato,
interferir também no funcionamento dos complexos enzimaticos nela inseridos,



26

com amplos efeitos mitocondriais. J& no estado IV (velocidade respiratéria apos
o consumo de ADP) ndo houve inibicdo significativa em nenhum dos
experimentos, sugerindo auséncia de efeito desacoplador. {(Tabela IV e Figura
12)

No experimento referente a padronizagdo do tempo de incubagéo da
preparagdo mitocondrial com a toxina recombinante, foi observado decréscimo
no Coeficiente de Controle Respiratério (RC), parémetro obtido pela razdo
entre o estado lll e estado IV. Como se trata de uma relagdo, pode-se inferir
que esse decréscimo ocorreu devido & inibicdo aparente do estado Il
Contraditoriamente, esta inibicdo do Coeficiente de Controle Respiratério nao
foi evidente nos experimentos em que foram testadas concentragbes diferentes
da toxina.

As tabelas |, Il, lll e IV mostram também o efeito da LiRecDT sobre a
relacdo ADP/O. Observou-se que para este parametro, a toxina n&o produziu
alteracdo significativa entre as concentragcbes utilizadas e os controles,
sugerindo que na presente condicdo experimental, apesar do decréscimo do
RC, a preparagao ainda preserva a capacidade mitocondrial para fosforilar o
ADP.

TABELA Il EFEITOS DE DIFERENTES CONCENTRACOES DA TOXINA
RECOMBINANTE L/IRECDT SOBRE A VELOCIDADE DE CONSUMO DE
OXIGENIO NO ESTADO Illi E RAZAO ADP/O EM MITOCONDRIAS DE
CORTEX RENAL DE RATO.

X X VELOC. % % RAZAO

RC ESTADO il ATIVIDADE | INIBIGAO ADP/O
C |325 20.29 100 0 2.41
D1| 26 16.66* 82.11 17.89 2.35
D2|3.13 16.15* 79.59 20.41 2.61
D3| 25 14.10* 69.49 30.51 2.79

* Valor médio estatisticamente diferente do controle p< 0,01

SISTEMA: Manitol 125 mmol.L™!, KCI 65 mmol.L™", Hepes 10 mmol.L"', EGTA 0,1
mmol.L™!, BSA 0,05 g%, pH 7.2, suplementado com glutamato de sédio 5 mmoles.L™,
Pi1.54 mmoles.L‘1, ADP 0.15 mmoles.L", 1mg de proteina mitocondrial e LiRecDT em
trés concentragdes diferentes, a saber, 2.31ug/mL, 3.85ug/mL e 7.69ug/mL em volume
final de 1.3 mL. RC= Controle Respiratério, C= Controle, D= Dose e T= Tempo. 100%
de atividade corresponde a 20.29umoles de O2/min/mg de proteina mitocondrial.



27

TABELA IV: EFEITOS DE DIFERENTES CONCENTRACOES DA TOXINA
RECOMBINANTE L/IRECDT SOBRE A VELOCIDADE DE CONSUMO DE
OXIGENIO NO ESTADO IV E RAZAQO ADP/O EM MITOCONDRIAS DE

CORTEX RENAL DE RATO.

X | XVELOC. % % RAZAO
RC | ESTADOIV | ATIVIDADE | INIBICAO | ADP/O
C [325 6.41 100 0 2.41
D1] 26 598 9329 6.71 2.35
D2 [3.13 513 80.03 19.97 2.61
D3| 25 564 87.99 12.01 2.79

* Valor médio estatisticamente diferente do controle p< 0,01

SISTEMA: Manitol 125 mmol.L”, KCI 65 mmol.L”, Hepes 10 mmol.L™, EGTA 0,1
mmoI.L”, BSA 0,05 g%, pH 7.2, suplementado com glutamato de sédio 5 mmoles.L” ’,
Pi 1.54 mmoles.L™!, ADP 0.15 mmoles.L", 1mg de proteina mitocondrial e LiRecDT
em trés concentragbes diferentes, a saber, 2.31pg/mL, 3.85ug/mL € 7.69ug/mL em
volume final de 1.3 mL. RC= Controle Respiratério, C= Controle, D= Dose e T=
Tempo. 100% de atividade corresponde a 6.41umoles de O2/min/mg de proteina

mitocondrial.

O deslocamento dos elétrons pode ser feito a partir da NADH, succinato,
flavoproteinas, ubiquinona (UQ), proteinas ferro enxofre, citocromos e O2.
Espera-se que esses transportadores funcionem numa ordem de potenciais de
redugcéo crescentes e em complexos ordenados em série. Neste processo,
estdo envolvidos quatro complexos, onde cada um é capaz de catalisar a
transferéncia dos elétrons ao longo de uma parte da cadeia respiratéria. O fluxo
de elétrons para a ubiquinona, pode ser realizado tanto pelo complexo | (NADH
desidrogenase), quanto pelo complexo Il (Succinato desidrogenase). O
complexo 1l (UQ - citocromo ¢ oxidoredutase) canaliza a transferéncia dos
elétrons da UQ até o citocromo c (cit c). Por fim, o complexo IV (citocromo
oxidase) canaliza a transferéncia de elétrons do citocromo c até o O2
(LEHNINGER, A.L.; NELSON, D.L.; COX, M.M,, 2000). (Figura 13)
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SUCCINATO

i

COMPLEXO II

NADH mzb COMPLEXO T meb CoQumd COMPLEXO ITT Cit e
COMPLEXOIV 4,

COMPLEXO I: NADH Desidrogenase.
COMPLEXO II: SUCCINATO Desidrogenase.
COMPLEXO ILI: CoQ - CITOCROMO ¢ Redutase.
COMPLEXO IV: CITOCROMO ¢ Oxidase.

Figura 13: Esquema representativo dos complexos enzimaticos da cadeia
respiratéria mitocondrial.

A diminuicdo do consumo de oxigénio motivou as investigagbes dos
efeitos da LiRecDT sobre enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial. No
presente trabalho, foram avaliados a NADH oxidase e a Succinato oxidase.

A NADH oxidase é o segmento que abrange toda cadeia respiratoria,
desde o NADH até o O2. Este parametro também foi investigado e os
resultados sdo mostrados na tabela V, onde se verifica um pequeno
decréscimo da atividade da NADH para as concentragdes 3.85ug/mL e
7.69ug/mL de LiRecDT. Esta discreta inibicdo foi de 3.78% para ambas as
concentracgdes, considerando que 100% de atividade da enzima corresponde a
19.33 umoles de O2/min/mg de proteina mitocondrial. (Tabela V)

Com base nestes resultados, pode-se sugerir que a toxina
recombinante possa atuar sobre o complexo | da cadeia respiratéria
mitocondrial (NADH desidrogenase), sendo que esta possibilidade fica em
aberto como uma abordagem de investigacao futura. Estes resultados estdo de
acordo com o efeito inibidor da toxina, onde se observou diminuicdo do
consumo de O2 durante a oxidacdo do glutamato. Porém, sendo de pequena
magnitude, esta inibicdo ndo explica completamente o efeito observado sobre o
estado lll, onde a inibigdo observada foi de até aproximadamente 30% (Tabela
Ill). Portanto, pode-se propor que a atividade da enzima glutamato

desidrogenase possa ser afetada pela toxina, contribuindo para o efeito tdxico
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da LiRecDT. No entanto, esta possibilidade deve ficar em aberto para

investigacao futura.

TABELA V: EFEITO DA TOXINA RECOMBINANTE L/IRECDT SOBRE A
ATIVIDADE DA ENZIMA NADH OXIDASE DA CADEIA RESPIRATORIA
MITOCONDRIAL.

X VELOC. % | %
RESPIRAGCAO ATIVIDADE INIBICAO
C 37.02 100 0
D1 37.33 100.84 0
D2 35.62* 96.22 3.78
D3 35.62* 96.22 3.78

* Valor médio estatisticamente diferente do controle p< 0,01

SISTEMA: Tampéo fosfato 80 mmol.L", pH 7,4, EDTA 50 pmol.L”", NADH 0,17
mmol.L™" , 1mg de proteina mitocondrial e LiRecDT em trés concentracbes diferentes,
a saber, 2.31pg/mL, 3.85ug/mL e 7.69ug/mL em volume final de 1.3 mL. C=
Controle e D= Dose. 100% de atividade corresponde a 37.02umoles de O2/min/mg de

proteina mitocondrial.

Neste trabalho foi realizado um experimento que avaliou o efeito da
toxina LiRecDT sobre a atividade da enzima succinato oxidase, que representa
o segmento da cadeia respiratéria compreendido desde a oxidagdo do
succinato até o oxigénio. O resultado de tal experimento esta apresentado na
tabela VI, onde n&o se verifica inibicdo significativa desta enzima, fortalecendo,
desta maneira, a idéia de que a toxina recombinante do veneno da aranha
marrom, atue no inicio da cadeia respiratéria, assim como descarta a hipdtese
de que a toxina tenha acéo sobre as enzimas: succinato ubiquinona redutase,

ubiquinona — citocromo c redutase e citocromo oxidase.
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TABELA VI. EFEITO DA TOXINA RECOMBINANTE L/IRECDT SOBRE A
ATIVIDADE DA ENZIMA SUCCINATO OXIDASE DA CADEIA
RESPIRATORIA MITOCONDRIAL.

X VELOC. % %
RESPIRAGAO | ATIVIDADE INIBICAO
C 19.33 100 0
D1 19.33 100 0
D2 18.74 96.95 3.05
D3 18.15 93.89 6.11

SISTEMA: Tampao fosfato 80 mmol.L™", pH 7,4, EDTA 50 umol.L”", succinato 5
mmol.L" , 0,5mg de proteina mitocondrial e LiRecDT em trés concentragdes
diferentes, a saber, 2.31ug/mL, 3.85ug/mL e 7.69ug/mL em volume final de 1.3
mL.C= Controle e D= Dose. 100% de atividade corresponde a 19.33umoles de
O2/min/mg de proteina mitocondrial.

A ATPsintase € um grande complexo proteina-membrana que sintetiza o
ATP na membrana mitocondrial interna. Esse complexo possui dois
componentes, ou também fatores, o Fo (proteina integral de membrana), que é
um canal de H* e o F1 (proteina periférica de membrana), que funciona como
sitio catalitico (ERNSTER et al., 1963).

O fluxo de elétrons através da UQ, do complexo | até o complexo IlI, é
acompanhado pela movimentagéo de H* da matriz mitocondrial para o espaco
intermembrana. Isso também ocorre no complexo 1l e IV, que funcionam como
uma bomba de prétons. A transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria,
acompanhada por um fluxo de prétons para o espaco intermembrana (e.i.m.),.
Este acumulo de prétons gera um potencial quimico (ApH), acidificando o e.i.m.
em relagdo a matriz mitocondrial, sendo responsavel pela génese de um
potencial elétrico (A¥). A soma desses potenciais (ApH + AW), gera uma for¢a
proton motriz, a qual impulsiona prétons novamente para a matriz (por
intermédio da ATPsintase), fornecendo assim, energia para a sintese de ATP
(LEHNINGER, A.L.; NELSON, D.L.; COX, M.M., 2000).

Neste experimento avaliou-se o efeito da toxina LiRecDT sobre a
atividade ATPasica em mitocondrias intactas de coértex renal de rato. Neste
caso, a membrana mitocondrial esta intacta e o acesso da toxina a regides
internas da membrana mitocondrial é limitado. Nestes ensaios utilizou-se

também FCCP, um desacoplador cléssico, que serviu como controle positivo
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para o efeito desacoplador. Este agente permeabiliza a membrana mitocondrial
interna, seletivamente a H’*, levando ao aumento da atividade hidrolitica. Os
resultados de tais experimentos estdo apresentados na Tabela VII, onde se
verifica que a toxina, nas concentracdes utilizadas, ndo interferiu na atividade
da enzima, indicando que a LiRecDT nao afeta diretamente a sintese de ATP.

TABELA Vil: EFEITO DA TOXINA RECOMBINANTE SOBRE A ATIVIDADE
F1Fo-ATPase.

X [Pi] umoles
Meio+Mito+ATP 0.155
FCCP 0.400
Dose | 0.182
Dose |l 0.207
Dose Il 0.247

SISTEMA: Sacarose 50 mmol.L", tampao Tris-HCI 12 mmol.L" (pH 7,4), KCI
50 mmol.L™" e 3 mg de proteina mitocondrial, e LiRecDT em trés concentragdes
diferentes, a saber, 2.31ug/mL, 3.85ug/mL e 7.69ug/mL em volume final de 1
mL. A reagdo foi iniciada pela adicdo de 3 mmol.L" de ATP (T0). O padrdo
utilizado neste experimento foi 0.6umoles de Pi. Controle positivo — FCCP

1umol.L™.

Embora os experimentos de mensuracdo da atividade da enzima
ATPase ndo tenham mostrado diferencas estatisticamente significativas, os
resultados obtidos na presenga da toxina LiRecDT mostram uma tendéncia de
estimulo da atividade hidrolitica da enzima.

Vale destacar que a inibicdo observada no estado Il (Tabela lll), ao lado
da tendéncia ao estimulo desta atividade hidrolitica, pode comprometer o
ganho energético da fungdo mitocondrial, traduzido pela diminuicdo da
disponibilidade de ATP. O ATP é substrato para a enzima ATPase Na* - K*,
que é responsavel pela manutengdo dos gradientes ibnicos celulares,
referentes ao Na® e K. Portanto, a ac&o tdxica dessa proteina recombinante
sobre a produgéo de ATP, pode levar a um aumento da osmolaridade celular,
dependente da retengdo do sédio, o que resulta na formacdo de edema celular,
como verificado em estudos anteriores (COUTINHO, 1996; CHAIM et al., 2005,
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in press). Experimentos futuros, com incremento no numero de ensaios,
deverdo ser realizados, a fim de mostrar de forma mais sistematica e
controlada esse efeito e, portanto, poder melhor justificar as alteracbes de
volume celular descritas em estudos recentes com o veneno da L. intermedia
(COUTINHO, 1996; CHAIM et al., 2005, in press).
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

A toxina LiRecDT interfere no metabolismo mitocondrial, provocando
decréscimo do consumo de oxigénio na presenca de ADP (estado Ill). Esse
efeito pode comprometer o ganho energético causando prejuizo a sintese de

ATP e interferir em outras funcdes celulares.
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