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RESUMO

Antibidticos aminoglicosidicos, como a gentamicina, sdo utilizados por possuir baixo
custo e serem altamente eficazes. Entretanto, causam nefrotoxicidade e otoxicidade.
A nefrotoxicidade envolve danos glomerulares ou tubulares. Em células tubulares
proximais, receptores de membrana promovem a endocitose da gentamicina, a qual
desestabiliza a membrana dos lisossomos. Esta desestabilizagdo esta ligada com o
fendbmeno de apoptose. A gentamicina é também considerada agonista do receptor
sensivel a calcio. Existem poucos estudos acerca da nefrotoxicidade em células
distais. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade de regulacdo e
manutencdo do pH intracelular de células MDCK wild type expostas a solucéo 0,1
mM de sulfato de gentamicina, por 10 , 20 e 30 minutos. Foi observado que a
velocidade de acidificagdo foi maior apdés 30 minutos de exposicdo a genta, se
comparada a acidificacdo obtida na auséncia de sédio (ONa") (genta=0,0099+0,0001
unidades de ph/10s e ONa*=0,058+0,002 unidades de ph/10s). Do mesmo modo, foi
observada diminuicéo de cerca de 87% da atividade da H*-ATPase em homogenado
de membranas destas células, em preparacdes onde se avalia a concentracdo de
fosfato inorganico oriundo do consumo de ATP, com e sem a presenca de 107 de
bafilomicina (inibidor da H*-ATPase). Com o uso do marcador fluorescente Lyso
Tracker observou-se um aumento na atividade lisossomal ap6s 30 minutos de
incubacdo com genta. Com os resultados obtidos neste trabalho é possivel concluir
gue células MDCK wilde type, expostas a gentamicina apresentam perda da
capacidade de manutencéo do pHi basal, possivelmente por diminuicdo da atividade
da H'-ATPase e aumento da atividade lisossomal, que pode estar relacionada ao
acumulo de gentamicina na ceélula, oriundo de endocitose ou deflagracdo de
processo de apoptose.



ABSTRACT

Aminoglycoside antibiotics such as gentamicin are used because it has low cost and
are highly effective. However, they cause nephrotoxicity and ototoxicity.
Nephrotoxicity involves glomerular or tubular damage. In proximal tubular cells,
membrane receptors promote endocytosis of gentamicin, which destabilizes the
membrane of lysosomes. Gentamicin is able to activate a calcium sensing receptor
(CaSR) which has been associated with tubular cell death. There are few studies of
nephrotoxicity in distal kidney cells. The aim of this study was to evaluate the ability
of regulation and maintenance of intracellular pH (pHi) of MDCK wild type cells
exposed to 0.1 mM solution of gentamicin sulfate (genta), for 10, 20 and 30 minutes.
It was observed that the acidification rate was greater after 30 minutes of exposure to
genta, compared acidification obtained in the absence of sodium (ONa’) (genta=
0.0099 + 0.0001 pH units / 10s and ONa " = 0.058 + 0.002 pH units / 10s). Similarly,
we observed a decrease of about 80% in H*-ATPase activity in cells membrane
homogenate, where it evaluates the concentration of inorganic phosphate from ATP
derived consumption with and without the presence of 107'M of bafilomycin
(H*ATPase inhibitor). Using the fluorescent label Lyso Tracker observed an increase
in lysosomal activity after 30 minutes incubation with genta. With the results of this
study we conclude that MDCK cells wilde type, exposed to gentamicin have lost the
ability to maintain the basal pHi, possibly by decreasing the activity of H-ATPase
and increased lysosomal activity, which may be related to the accumulation of
gentamicin into the cell, come from endocytosis or apoptosis of outbreak.
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1. INTRODUCAO

A regulacdo tanto do pH dos liquidos corporais, quanto do pH intracelular
(pHI) € essencial para a homeostase do meio interno, pois pequenas variacdes
podem afetar, sobremaneira, muitas funcdes metabolicas. Além do fato de que a
acidificacdo das células neutraliza as cargas negativas das proteinas, Ross et al.
(1981), descrevem efeitos sobre a permeabilidade e a condutancia da membrana,
sobre o acoplamento celular, sobre as propriedades mecanicas dos musculos e
sobre a fertilizacdo, que podem ter como causa essa neutralizacdo de cargas, que
por sua vez afeta as fungdes metabdlicas de um modo mais especifico. A atividade
das enzimas intracelulares depende de um pH “6timo”, ao qual elas estédo
adaptadas. Dentre os mecanismos de regulacdo do pH estdo incluidos os tampdes
guimicos, a atividade pulmonar e 0 manuseio de acidos e bases pelo rim, chamados
de mecanismos de acidificagéo urinéria.

Os mecanismos de acidificacdo urinaria envolvem basicamente dois
processos: a reabsorcéo de base (HCO3) e a secrecéo de prétons (H'). Ao longo do
néfron, mecanismos de transporte de ions estdo envolvidos nestes processos.
Transporte de H* ocorre em um grande nimero de estruturas, como os lisossomos e
outras organelas vesiculares, assim como em tecidos, particularmente epitélios,
COmo a mucosa gastrica e os tubulos renais. A consequiéncia deste mecanismo € a
acidificacdo do interior da organela, a acidificacdo do estdbmago e a eliminacdo do
excesso de acidos do organismo (MALNIC, 2000; KURTZ, 2014). Em tecidos que
secretam H*, HCO3 se acumula na célula e pode ser transferido para o intersticio.
Isto ocorre pela ativagdo do permutador CI/HCOs ou pelo co-transportador Na'-
HCOg3, presentes na membrana basolateral das células tubulares, por exemplo. Ja,
0s mecanismos de transporte de H* descritos em epitélios sdo o Na+/H*, a H'-
ATPase e a H'/K*-ATPase.

A distribuicdo das H*-ATPases ao longo do nefron é considerada de
extrema importancia para o transporte de prétons, particularmente no tubulo
proximal e células intercalares do ducto coletor, e tem sido determinado por métodos

imunohistoquimicos e fisiolégicos.
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Segundo descreve Harvey (1992) as ATPases responsaveis pelo transporte
de ions e de H" estdo divididas em 3 classes: as P-ATPases, que tém formas
fosfoaspartil intermediarias, e dentre elas estdo a H+/K*-ATPase, a Na'/K'-ATPase
e a Ca'"-ATPase do reticulo sarcoplasmatico.; as F-ATPases, que sdo ATP-sintases
translocadoras de prétons das mitocondrias, cloroplastos e bactérias e as V-
ATPases, ou do tipo vacuolar, que sdo H'-ATPases responsaveis por um fluxo de H*
para dentro de vacuolos subcelulares, da luz tubular renal ou do compartimento
mucoso da bexiga de tartaruga (STEINMETZ, 1986; FERNANDEZ et al., 1997;
BROWN et al.,2009).

Tendo em vista 0 mecanismo de acidificacdo urinaria, danos aos segmentos
do néfron podem provocar alteracbes na funcéo renal, caracterizando insuficiéncia
renal, por se tornarem incapazes de eliminar as substancias toxicas do sangue de
forma adequada. Alteragbes na expressdo ou na capcidasde funcional da H*-
ATPases estdo envolvidas nos processos de acidose tubular desencadeados por
doencas como a Sindrome de Fanconi (HALL et al., 2013).

As causas da insuficiéncia renal sdo inumeras, onde algumas acarretam
diminuicdo rapida da funcédo renal (insuficiéncia renal aguda), enquanto outras
acarretam diminuicdo lenta e gradual da funcao renal (insuficiéncia renal crénica). O
termo insuficiéncia renal aguda (IRA) é normalmente utilizado para danos renais
ocasionados por isquemia e por agentes nefrotdéxicos (drogas como a gentamicina e
venenos). A IRA abrange uma série de condi¢Bes clinicas caracterizadas por
retencdo de compostos nitrogenados, associados com reducdo de volume urinério
(SCHOR, BOIM e SANTOS, 1997).

Estudo recentes corroboram com a presenca de processos inflamatorios em
diversos tipos de lesdo renal progressiva (NOLASCO et al., 1987). Entretanto, os
eventos em que ocorrem ainda nao estdao esclarecidos, mas observam-se
caracteristicas que sdo bem reconhecidas na progressdo da doenca renal como
glomeruloescleroses, injurias tubulointersticiais e acimulo de matriz extracelular.

Apesar de fatores mecanicos como hipertrofia e hipertensdo glomerular
contribuirem na progressdo da doenca renal, lesdes 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 inflamacéao tubulointersticial promove um influxo e proliferacédo de

células inflamatorias, as quais migram impulsionadas pela expressédo quimiocinas e
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moléculas de adesdo, produzidas por células tubulares que sofreram injurio
(Noronha et al, 2002). Estas células inflamatérias, uma vez ativadas, sdo capazes de
produzir citoquinas e 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 macrofagos (principais leucocitos
encontrados no tecido renal lesionado), que por sua vez irdo ativar a producédo 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 inflamatorio. Na doenca renal progressiva, a
fiborose ndo pode ser contida. Pelo contrdrio, 0 processo se perpetua e €
caracterizado por um persistente processo inflamatoério, cicatrizacdo tecidual e
destruicdo da arquitetura original do rim. Os fibroblastos sintetizam uma variedade
de componentes de matriz extracelular (RUIZ-ORTEGA e EGIDO, 1997). A
superproducéo de proteinas leva ao excessivo acumulo de colageno e a fibrose.
Noronha et al.(2002) demonstra ainda que um mediador local, a Angiotensina
Il, possui participagdo na doenca renal progressiva. Além de seus efeitos
hemodinamicos, a Angiotensina Il exerce sua acdo em células que participam do
processo inflamatério e da fibrose tecidual. Este mediador age como um fator de
crescimento, aumentando a proliferacdo de fibroblastos e de células mesangiais e
estimulando sintese de matriz extracelular. Logo, A Angiotensina Il é capaz ainda de

estimular a proliferacao de células T.
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Figura 1. Esquema Progresséo 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,
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principalmente tubulares, produzem quimiocinas e moléculas de adesao capazes de atrair células da
resposta imune. Estas células (macréfagos e linfocitos), juntamente com as proprias 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. ECM= matriz extracelular.

1.1. Efeitos da Gentamicina no nefron

Apesar das diversas classes novas de antibiéticos, desde o desenvolvimento
dos aminoglicosideos, por volta de 1940, estes sao preferencialmente utilizados na
terapia antimicrobiana. A gentamicina foi descoberta em 1963 e continua sendo
bastante utilizada, apesar da disponibilidade de outros aminoglicosideos como a
amicacina, netilmicina, canamicina, tobramicina e outros.

A gentamicina possui um largo espectro de acdo contra bactérias Gram-
negativas (Pseudomonas, Proteus, Serratia), sendo sua utilizacdo recomendada em
casos mais graves. (BALAKUMAR, ROHILLA e THANGATHIRUPATHI, 2010). Além
disso, possui baixo custo para producdo e € eficaz, por demostrar uma baixa
resisténcia antimicrobiana (SANTUCCI e KRIEGER, 2000). Seu mecanismo de acéo
ocorre pelo aminoglicosideo se ligar ao RNA ribossomal e induzir erro no processo
de traducao e a inibicdo da sintese de proteinas, resultando na morte das bactérias
(DAVIES e DAVIS, 1968; NOLLER, 1991).

Entretanto, existem restricbes para sua utilizacdo, uma vez que, apresenta
efeitos colaterais como a otoxicidade e nefrotoxicidade. Assim, sua utilizagcdo deve
ser feita com controle de dosagem.

A nefrotoxicidade inicia-se ap6s uma semana de tratamento, caracterizada
por sinais e sintomas como, oliguria, aumento lento da creatinina sérica e urina
hipoosmolar. Diversos estudos corroboram e relacionam que a nefrotoxicidade
ocorre com 0 acumulo da droga em células do tabulo proximal, apds a filtracao
glomerular. Portanto, os mecanismos subjacentes, ndo apenas de transporte renal,
mas também dos efeitos da toxicidade tubular, tem sido investigada de diversas
formas.

Historicamente, ao final da década de 60, comecaram a aparecer relatos
baseados em estudos experimentais sobre os efeitos nefrotoxicos dos
aminoglicosideos (FALCO, SMITH e ARCIERI, 1969).
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Na década de 80 ja se procurava 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 tabulo proximal, evidenciando que a albuminuria presente em ratos tratados com
gentamicina estaria relacionado a uma mudanca na carga das proteinas, de modo a
interferir no processo de reabsorcéao tubular.

Servais et al. (2005) menciona em seus estudos que nefrotoxicidade da

gentamicina pode ser associada tanto a danos glomerulares quanto tubulares, sendo
mais frequente o aparecimento de danos tubulares proximais.
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 niumero de macrofagos e monocitos e também
muitas lesdes presentes no cortex renal. Todos sdo indicios de que a funcao renal
fica prejudicada com o uso do aminoglicosideo.

Nagai e Takamo (2014) afirmam que aminoglicosideos sdo excretados pela
urina, sem serem metabolizados, entretanto, sdo acumulados em células dos
tubulos proximais, onde produzem danos estruturais e do comprometimento
funcional da membrana plasmética, mitocéndria e lisossomos.

Deste modo, observa-se em diversos estudos o grande interesse em
estudar tanto conformacdo molecular dos aminoglicosideos (figura 2) quanto seus
mecanismos de transporte, mesmo porque ambos estdo interligados, jA que a
conformagao pode influenciar os mecanismos de transporte. Atualmente, a
conformacdo molecular estd bem definida onde sabe-se que sdo compostos
hidrofilicos policatibnicos contendo de 3 a cinco grupos amino. Quanto aos
mecanismos de transporte ao longo do nefron, diversos estudos corroboram para
entender os efeitos que estas drogas provocam, entretanto como neste trabalho foi

utilizado a gentamicina cabe ressaltar sua agdo ao longo do néfron.
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Figura 2: Estruturas quimicas de antibiéticos aminoglicosidicos. sendo (A) Gentamicina, (B)

Streptomicina, (C) Tobramicina, (D) Amicacina. Modificada a partir de Nagai J; Takano, M. ; 2014).

1.2. Efeitos da gentamicina nos glomérulos e em células mesangiais

Substancias nefrotoxicas causam diversos danos a varios tipos celulares. O
rim possui a capacidade de extrair e concentrar substancias e por receber 20% do
débito cardiaco, deste modo, € um alvo comum para téxicos xenobioticos. Quando
drogas como a gentamicina, que ndo metabolizadas e séo filtradas pelo glomérulo,
sdo administradas em animais experimentais, ocorre queda na taxa de filtracao
glomerular aumento da resisténcia vascular renal e uma diminuicdo do coeficiente
de ultrafiltracdo (Kf). Segundo GUYTON e HALL ( 2006) e MELLO-AIRES (1999) o
Kf € a medida do produto da condutividade hidraulica e da area de superficie dos

capilares glomerulares. Ndo pode ser medido diretamente, mas € estimado
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experimentalmente pela divisdo da taxa de filtracdo glomerular pela pressao liquida
de filtracéo.

A regulacédo do Kf é um fenbmeno dinamico que depende principalmente do
grau de contracdo das células mesangiais intraglomerulares, localizadas na parede
vascular do centro do tufo glomerular, cercando as algcas capilares. Possuem muitas
das propriedades das células musculares lisas. Servem como suporte estrutural aos
capilares glomerulares, secretam a matriz extracelular, apresentam atividade
fagocitica (removendo macromoléculas do meséangio) e secretam prostaglandinas e
citocinas proé-inflamatérias. E ainda, por estarem adjacentes aos capilares
glomerulares e terem a capacidade de se contrair, as células mesangiais
influénciam a TFG, regulando o fluxo sanguineo que passa pelos capilares, ou
alterando a area de superficie capilar (ou seja, alteram o Kf) (BERNE e LEVY,
2009). Portanto, tanto substancias enddégenas como exdgenas podem alterar a
contracdo e o relaxamento das células mesangiais.

Observa -se que, substancias nefrotéxicas como a gentamicina, sdo capazes
de alterar o Kf induzindo contracdo, proliferagcdo e aumento da concentracdo de
calcio intracelular [Ca2+]; nas células mesangiais, onde, pode—se interpretar que a
proliferacdo é 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 namero de células
glomerulares. Portanto, a reducao da superficie de ultrafiltracdo glomerular, induzida
por contracdo glomerular, explicaria o decréscimo da TFG apds tratamento com
antibioticos aminoglicosideos.

De acordo com este argumento, diversos estudos corroboram para explicar as
vias de sinalizacdo celular e mediadores envolvidos na contracdo e proliferacéo
celular induzidas por estes nefrotdxicos, por exemplo, as células mesangiais sao
capazes de expressar receptores sensiveis a calcio, (CaSR). A gentamicina é capaz
de estimular contracéo e proliferacdo em culturas primarias de células mesangiais a
partir do aumento da [Ca®']i. A capacidade de bloqueadores de canais de célcio 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 0s processos ocorrerem nestas células. Agindo

nos CaSR, os aminoglicosideos induzem o mediador inositol 3-fosfato (inositol
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triphosphate - IP3) a liberar célcio do reticulo endoplasmatico, e consequentemente
ha um acréscimo na [Ca®]i. Além de aumentar a concentracdo de Ca*' livre no
citosol, a gentamicina induz nas células mesangiais um aumento na ativacao,
sintese e liberacdo de PAF (Platet-activating Factor) e de tromboxano A2, na
producdo de ROS (Reactive Oxygen Species), na sintese de 6xido nitrico (ON),
dentre outros mediadores intracelulares. (MARTINEZ-SALGADO, LOPEZ-

HERNANDEZ e LOPEZ-NOVOA, 2007).

1.3. EFEITOS TUBULARES DA GENTAMICINA

1.3 .1. Células Tubulares Proximais

Tem sido demonstrado em modelos animais e de cultura de células que o
maior acumulo da gentamicina ocorre no tubulo proximal. Deste modo, é o primeiro a
sofrer alteracdes histoldgicas e estruturais, como 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 droga
ocorre por um mecanismo que forma um complexo endocitico
de membrana envolvendo as proteinas megalina e cubilina. Este complexo
endocitico transporta moléculas de natureza catibnica presentes no ultrafiltrado
tubular para dentro das células tubulares (Figura, modificada a partir de
MOESTRUP, 1995). Uma vez dentro das células, os aminoglicosideos alteram a
funcéo de vérias organelas e também processos que sao cruciais para a viabilidade
celular, como por exemplo, o lisossomo, onde a gentamicina mais se acumula.
Entretanto, possui acesso a outros compartimentos celulares como o Complexo de
Golgi, Reticulo Endoplasmatico (RE) e Citosol. (SERVAIS et al., 2005).
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Figura 3: Endocitose de um aminoglicosideo através de um Complexo Endocitico de Membrana,

formado pelas proteinas megalina e cubilina. Modificada a partir de Moestrup, 1995.

Além disso, Atualmente ja esta bem estabelecido a existéncia de um receptor

sensivel a célcio nos rins e que drogas como a gentamicina, tobramicina, neomicina

sdo capazes de ativar CaSR presente na membrana apical da célula tubular, o qual

tem sido associado com morte celular tubular (QUIROS et al., 2011).

O Ca* por ser uma molécula de sinalizacdo muito versatil que controla

inimeras funcdes durante a vida e a morte das células, muitos estudos recentes tém

enfatizado o seu papel central na regulacdo da morte celular programada.

1.3.2. Células do Néfron Distal

Existem poucos estudos sobre células distais e gentamicina. Entretanto, observa-se

gue células dos tubulos proximais sdo mais sensiveis a citotoxicidade induzida pelo
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aminoglicosideo, pois endocitam e acumulam a droga nas organelas intracelulares.
Ja as células do néfron distal sdo mais resistentes ao aminoglicosideo,
possivelmente por ndo terem uma caracteristica endocitica tdo evidente quanto a

das células proximais.

Diversos autores corroboram que ha cerca de 20 membros descritos na familia dos
receptores de membrana TRP (Transient Receptor Potential), que atuam tanto como
receptor quanto como canal idnico. Sdo canais de cation ndo-seletivos, permeéveis
a Ca®, sendo a maioria ndo-dependente de voltagem (BENHAM, DAVIS e
RANDALL, 2002). Estdo envolvidos na homeostase do Ca2+, sobretudo em células
gue nao sao 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).

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. Determinaram a
participacdo de um receptor catibnico de membrana, o TRPV 1 - (Transient Receptor
Potential vanilloid 1), pertencente a familia dos receptores TRP, como mediador da
entrada da gentamicina. Estes autores utilizaram moduladores da atividade deste
receptor e observaram como atuaria na captacdo da gentamicina. Agonistas do
TRPV1, baixas concentracdes de célcio no meio extracelular e pH extracelular acido,
elevaram rapidamente a captacdo de gentamicina pelas células, demonstrando que
o TRPV 1 participa da captacdo do antibiético nas células MDCK.

Células do tubulo distal sdo mais resistentes aos aminoglicosidicos do que
células do tdbulo proximal, presumidamente porque ndo ha acumulo da droga no
citoplasma. Além disso, ha uma grande diferenca entre as células do néfron proximal
e distal. Estas por ultimos citadas, possuem o receptor TRPV 4 que é um receptor
mecanosensivel, responsivo a pressao osmotica sistémica, induzida pelo aumento
do volume celular em meio hipoténico. E somente expresso nos segmentos do
néfron impermeaveis a agua e onde é esperado a geracdo de um gradiente
osmoético. O TRPV 4 pode ainda, mediar a captacdo dos aminoglicosideos em
diferentes linhagens de células renais sendo sua existéncia ja confirmada nas
células MDCK.
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Karasawa et al. 2008, através de microscopia confocal localizaram receptor TRPV -4
em membrana basolateral de Células nomeadas KDT3. Esta célula e mais outros
dois tipos foram imortalizadas, a partir de células primarias de rim de camundongo,
sendo um deles semelhante ao néfron distal, a KDT3. Este autores demonstraram
gue hé nestas células uma correlagéo entre diferentes concentragdes de calcio no
meio extracelular ([Ca*"o), ativacdo do receptor TRPV 4 e captacdo da gentamicina.
Na auséncia de [Ca®*]o, ocorre um aumento significativo da captacdo da
gentamicina e maior corrente passando pelo TRPV 4, comparando com a situacao
controle (concentragdes fisioldgicas de calcio). J& um aumento da [Ca®']o acima da
fisiologica, diminui bastante a captacdo da gentamicina e também a corrente no
TRPV 4. Logo, mais um mecanismo independente de endocitose pode influenciar na
captacdo da gentamicina em células do néfron distal.

Dados anteriores de nosso laboratdrio mostraram que células MDCK C11
expostas a solugdo 0,1 mM de gentamicina apresentam aumento na [Ca®'];, e

diminuicao do pH intracelular. (Coutinho, 2012).

1.4. CELULAS MDCK

As células MDCK, sdo comumente utilizadas como modelo para estudos
envolvendo polarizacdo epitelial, formacao e regulacdo de tight junctions, transporte
transepitelial, mecanismos de infeccdo, propriedades e regulacéo de canais ibnicos,
etc. 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. Apresentam na membrana apical, mecanismos de transporte como
trocador NA*/H*, H" ATPase, H'/K"™ ATPase e trocador CL/HCO*, 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 € de aproximadamente —50 mv (limen
negativo) e a resisténcia esta entre 200 e 4000 w/cm2 (lang e paulmich, 1995). sao

ainda, células capazes de secretar CI" e H". O ducto coletor possui células principais
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e intercalares. As principais, em maior numero, sdo responsaveis pela reabsor¢ao
de ions Na® e secrecdo de ions k*. Ja 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 s&o responsaveis pela reabsorcdo de K* através de uma
H"\K" — ATPase. As do tipo beta caracterizam-se por secre¢io de jons bicarbonato
(MELLO-AIRES, 2008).

Deste modo, tendo em vista o conhecido envolvimento do Ca?* na acéo
nefrotdxica da gentamicina em diferentes por¢cdes no néfron bem como a importante
participacdo das células intercalares do ducto coletor no processo de acidificacdo
urinaria, a proposta deste trabalho foi de verificar o efeito da gentamicina na
capacidade de manutencio do pHi, bem como avaliar a atividade da H*-ATPase de

células intercalares MDCK wild type.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da gentamicina sobre a capacidade de pH intracelular de células
MDCK wilde type

2.2. Objetivos especificos

- Verificar a capacidade de manutencédo do pHi através de sonda fluorescente, em células

expostas a gentamicina.

- Avaliar se a gentamicina promove modificagdo no conteudo de vesiculas acidas destas

células.

- Avaliar a atividade da H*-ATPase em homogenado de membranas.
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3. METODOLOGIA

3.1 Cultivo de células MDCK

As células MDCK foram cultivadas em Mimimum Essential Medium (MEM) - Gibco,
que contém: sais de Earle, glutamina e aminoécidos essenciais, com adicdo de NaHCO?®
2g/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- JET BIOFILM
a uma densidade de 104/cm?, acondicionadas em estufa CO2 (5%) - Sanyo, a 37° C. Apds
observacdo da confluéncia (cerca de 72h apés a realizacdo da cultura), as células foram
tratadas com Tripsina - EDTA (GibcoTM, Grand Sland, NY), centrifugadas, ressuspensas
em meio acrescido de soro bovino fetal e semeadas em placas- KASVI ou laminulas de

acordo com o protocolo a ser realizado.

3.2 Protocolos Experimentais

3.2.1. Avaliacdo da manutencao do pHi por fluorescéncia

Monocamadas confluentes de células cultivadas em laminulas de vidro
(20x20cm), foram expostas a solucdo contendo 0,1mM de sulfato de gentamicina
diluido em Ringer Controle NaCl 135 mM, KCI 5 mM, MgCl,, 1mM, Hepes 10 mM,
CaCl; 1.8 Mm, Na,SO4 1 Mm, NaH,PO4 1 Mm, Glucose 10 mM ) por 10, 20 e 30
(Grupo Gentamicina), ou diluido em solucéo livre de sédio (ONa") composta por
NMDG 137 Mm, KCI 5 mM, MgCl,, 1mM, Hepes 10 mM, CaCl, 1.8 Mm, Glicose 10
mM, nos mesmos intervalos de tempo. Nestas células foi avaliada a capacidade de

manutencdo e recuperacao do pH intracelular(pHi). O Grupo Controle foi submetido
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pY

as mesmas condi¢Bes temporais, sendo que as células foram expostas a Ringer

Controle, sem a presenca de gentamicina.

3.2.2. Registro do pH intracelular

O pH intracelular foi registrado a partir da utilizacdo do probe fluorescente
BCECF (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 promoveu a desesterificacdo do BCECF o que o
tornou fluorescente e impermeavel a membrana. O pHi foi determinado a partir da
excitacdo do BCECF, de forma alternada, a 495 nm (comprimento de onda no qual a
fluorescéncia é sensivel ao pHi) e 440 nm (ponto isosbéstico), insensivel as
variacfes do pH. A emissao da fluorescéncia € medida a 530 nm. A luz proveniente
de uma lampada de xenbnio 150 W passa através de dois filtros de banda (440 e
495 nm), alcancando a preparacdo através da objetiva. Neste caso a objetiva atua
como uma lente condensadora e como uma lente objetiva. Antes da objetiva existe
um espelho dicroico que reflete a luz do comprimento de onda inferior a 520 nm, e
permite a passagem da luz emitida pelo fluoréforo a um comprimento de onda
superior a 520 nm a cada 10s. A monocamada de células foi incubada em solucao
controle contendo 10uM de BCECF-AM (Molecular Probe) por 20 minutos, em
condicdes controladas de temperatura, umidade e CO?. As areas de interesse da
monocamada foram delimitadas (aumento de 20 vezes) e as leituras foram
realizadas no microscopio invertido de fluorescéncia Zeiss, modelo Axio Observer,
acoplado ao software para fisiologia AxioVision 4.8.1. Em cada preparacédo, laminula
de 20x20 mm contendo monocamada confluente de células, foi colocada numa
camara termostatizada a 37°C que ficou montada na platina do microscépio
invertido. Deste modo, foi incubado com diferentes solucées a 37 C e o pH

previamente ajustado para 7,4.
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3.2.3 Curva padrao com nigericina

A curva padr&o foi obtida a partir de solugdes de nigericina 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 equilibra o pH extracelular com o pH intracelular Apos incuba¢do com
BCECF e registro do pH basal, a monocamada foi exposta as solu¢des de
nigericina, sempre iniciando pelo pH mais alto. Os valores obtidos para a razéo de
fluorescéncia lags/ 1440 foram representados em funcéo do pH, e utilizados para

calcular o pHi nos experimentos a partir da equagao:

PHi = [(lags / l440)E - (lags / laa0)c] * Slope da curva de calibracdo + pHc, onde (lags /
l440)E € (lags / 1440)c S@0 as razdes de fluorescéncia no experimento e em um padrao

respectivamente, e pHc € o pH extracelular padréo que deu origem a razao (lags /

laa0)c-
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Figura 4. Curva padréo de Nigericina. Apresenta razodes de florescéncia (495/440) obtidos utilizando
BCECEF como sonda intraceluar em monocamadas de células MDCK, exposta as solucdes de
valores de diferentes Ph
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3.3 Medida da atividade ATP&sica em membranas totais de células MDCK

O protocolo para medida da atividade ATPasica em cultura de células MDCK

envolveu os seguintes procedimentos:

3.3.1 Preparo das amostras de células:

As células foram cultivadas em placas contendo 6 pocos e apoés atingido confluéncia
0 meio foi removido. Em seguida a monocultura foi lavada com PBS (phosphate-
buffered saline) livre de Mg®* e Ca** de composicéo: NaCl 4.36g; KH2PO4 608.60mg
e K2HPO4 203.60g; gsp 500mL) e removidas mecanicamente com auxilio de um
“scranner”.

Apoés este procedimento, a amostra foi centrifugada na excelsa baby | (1000
rpm/5min) e o sobrenadante desprezado. O “pelet’ de células foi ressuspenso com
400 pl de solugdo de solubilizagdo (COMPOSICAO: Triton X-100 1% (um detergente
ndo ibnico utilizado para separar proteinas de lipidios); acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 50mM; Hepes-Tris 0.5M (pH 7.0) e Sacarose 0.5M,
onde, a preparacdo permaneceu por 30 minutos a 4 °C, até que se completou a
solubilizagdo das membranas celulares.

Uma vez que o interesse foi o de verificar a atividade da H'-ATPase,
inibidores especificos para outras ATPases foram adicionados a preparacdo. A
solucdo utilizada foi a MRC (Meio de Reacdo Comum) contendo a seguinte
composicdo: MgCI2 4mM; KCI 30mM; Azida de Na+ 10mM; HEPESTris50mM
(pH7.0); ATP Na+ 4mM; Ouabaina 1mM; Oligomicina 10mM; CaCl2 1mM , ao qual
foi utilizada em todos os experimentos bioquimicos por conter inibidores das
principais ATPases presentes nas células em estudo: ouabaina, para inibir a Na*-K*

ATPase; oligomicina e azida de Na"* para inibir a ATPase mitocondrial.
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Para inibicdo da atividade da H*-ATPase, foi utilizado a bafilomicina 107, conforme

descrito na tabela 1.

TABELA 1: PROTOCOLO PARA ATIVIDADE ATPASICA.

BAFILOMICINA 10
tubos MRC 7’
BRANCO 0,1 -
1 0.1 5
2 0,1 0,2

Observacéao: os valores estdo em mL.

3.3.2 Consumo de ATP - Determinacédo bioquimica da atividade da H+-ATPases
no homogenato de membrana parcialmente purificada

Para a reacdo que envolveu a avaliacdo do consumo de ATP pelas proteinas
da preparacdo de membranas foi utilizado o método de FISKE-SUBBAROW (1925)
modificada por Santos (2012). A hidrolise de ATP foi avaliada pela mensuracéo da
guantidade de fosfato existente nas amostras por método colorimétrico, através de
reagente de cor.

Como consequéncia, a quantidade de P; encontrado no tubo 1 correspondia a
atividade das H*-ATPasesv e denominamos esta atividade como basal - apds ter
descontado o P; resultante da hidrélise espontanea - tubo Branco.

Este método possilitou mensurar Pi liberado do ATP pela acdo das ATPases
celulares. O P; formou um complexo colorido ao reagir com Molibidato de Aménio e
Metovanadato de Amoénio. A reacao foi iniciada com a adicdo do homogenato celular
ou das amostras de membrana parcialmente purificadas com uma concentragao final
minima de proteina de 20ul a solucdo de reacdo com intervalos de 30 segundos
entre um tubo de ensaio e outro. Apés o disparo da reacao, os tubos foram mantidos
a 37°C em banho-maria por 30 minutos quando, entdo, a reacdo foi interrompida
pela adicdo de 1000uL de TCA (acido tricloro acético) 12% e temperatura de 4°C.
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Nos tubos brancos a reacéo foi disparada com a adicdo do homogenato celular a
solucdo de reacdo apds 28 minutos de incubacao e interrupcdo da mesma logo em
seguida de modo que a reacdo nao ocorresse neste tubo e, assim, fosse possivel a
obtencdo da atividade ATPA&sica basal. ApOs esta etapa as amostras foram
imediatamente centrifugadas a 2.000rpm em centrifuga refrigerada (Mikro 220R,
Hettich, Alemanha) a 4°C por 5 minutos com a finalidade de precipitar o ATP nao
hidrolisado e as proteinas. Apos a centrifugacao, 500uL do sobrenadante - contendo
o Pi resultante da hidrolise donucleotideo — foi aliquotado e transferido para novos
tubos de ensaio, aos quais foi adicionado 500uL do reativo de cor. Os tubos foram
submetidos a agitacdo e deixados a temperatura ambiente por 20 minutos.
Posteriormente foi realizada a leitura no espectrofotometro a 380nm (Thermo
Scientific, USA).Com a adi¢do da proteina apds 30 minutos de reacéao foi possivel a
determinacdo da hidrolise espontdnea do fosfato. A diferenca entre o valor da
quantidade de Pi encontrado nos tubos e o valor observado no tubo branco foi
realizada a fim de se obter o valor real de P; liberado pela atividade das ATPases.

As solucdes utilizadas no preparo do reativo de cor foram: 1) solugédo A,
Molibidato de ambnio 10% diluido em NH40H 1%; 2) solucdo B, Metovanadato de
aménio 0,47% diluido em HNO?®. Para o preparo do reativo de cor procedeu-se como
segue: para um volume de 100mL, misturar 5mL da solucdo A a 5mL da solucéo B,
adicionando 3,7mL de HNO3 e completando o volume com agua deionizada. Foram
realizados curvas de calibracdo de Pi utilizando uma solugcdo méae de P; (1mM) que
continha Fosfato Monobasico (1mM) e Fosfato Dibasico (1mM) a pH 7.0. Com estas
curvas foi possivel entdo, obter a partir da absorbancia, a quantidade de P; (mM)
resultante da reacdo colorimétrica.

A atividade da H*-ATPasev foi calculada pela diferenca entre o P; liberado na
auséncia e na presenca de Bafilomicina 10”M. A atividade ATPasica foi expressa

em nmol de P; liberados por mg de proteina por unidade de tempo (Pi.mg-1.min-1).

3.3.3 Quantificagdo das proteinas nas preparacgoes:
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A dosagem de proteinas presentes em uma amostra desconhecida nas
preparacdes foi realizada pelo método colorimétrico de Bradford (1976), para ter
base na construcdo de uma curva padrdo de uma proteina conhecida (albumina
bovina, SIGMA).

3.4 Andlise qualitativa do conteudo de vesiculas acidas

As células também Analise do conteudo de vesiculas acidas nos Grupos
Controle e Gentamicina foi a partir da incubacdo das células com fluoréforo
LysoTracker Red DND-99 na concentracdo de 500 nM, por trés minutos, que marca
especificamente o interior dos lisossomos, com posterior analise de imagens no

microscopio de fluorescéncia Zeiss, na mesma configuracdo utilizado para BCECF,

3.4 Andlise estatistica

Os dados serao analisados pelo teste de Student’s Newman Keuls, com nivel de

significancia para p<0.05.
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4. RESULTADOS

Células MDCK apresentam pH intracelular(pHi) basal em torno de 7,18.
Quando expostas a solucdo livre de sédio, em um intervalo curto de tempo, o pHi
diminui consideravelmente. Neste trabalho foi avaliada a velocidade de acidificacao
(unidades de pH/10s), em células MDCK expostas a solu¢do 0,1 mM de sulfato de
gentamicina por 10, 20 e 30 minutos. As células expostas a solugcdo controle
apresentaram uma pequena diminuicdo do pHi ao longo dos 30 minutos (0,002+
0,0008 unidades de pH/10s). JA as células expostas a solucdo livre de sodio
sofreram crescente acidificacdo ao longo do tempo, sendo que apos 30 minutos a
velocidade de acidificagdo era de 0,058+0,002 unidades de pH/10s. Em
contrapartida, a velocidade de acidificagdo nas células exposta a solu¢cdo 0,1mM de
sulfato de gentamicina foi maior (0,0099+0,0001 unidades de pH/10s), do que
aguela observada nas que foram expostas a solucdo livre de soédio. Importante
salientar que o veiculo desta solucdo era a Ringer Controle (Figura 5B). A figura 5A
representa o registro do pHi ao longo do tempo, em intervalo de 10 em 10 segundos

de excitacdo do fluoréforo BCECF.

7,3 1
7,2 A

7,1 -

6,9 -
6,8

6,7 -

6,6 . . . . . . »  t(10s)
10 20 30 40 50 60 70

Velocidade de acidificagao (unidades de
pH/10s)

Figura 5A. Grafico representando velocidade de acidificagédo por tempo em um grupo de células apos
30 minutos de exposicado a solugdo de Gentamicina 0,1 mM (Genta). (Slope da curva= -0,0083)
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Estes resultados foram obtidos apdés 30 minutos de incubagdo com sulfato de
gentamicina 0,1 mM e representam experimento individual, onde a razdo fluorescente foi
transformada em pH a partir da curva de calibragdo com nigericina, conforme descrito no
item 3.2.3 (Material e Métodos)
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Figura 5B. Grafico representando velocidade de acidificagéo por tempo aos 10, 20 e 30 minutos apos
a exposicdo as solugdes controle, zero sédio (ONa*), Gentamicina ( Genta), solucéo livre de sodio
com gentamicina (ONa® + Genta).Valores representam média +EPM. *=p<0.05 para Genta x Controle;
#=p<0.05 para ONa" x Genta

Quando as células sdo expostas a solucédo 0,1 mM de sulfato de gentamicina
diluido em solucao livre de sédio, ndo se observa acidificacdo, ou seja, as células
conseguem manter o pHi intracelular(Fig 6B).

Maior velocidade de acidificacdo induzida pela gentamicina, conforme ja
destacado pode estar relacionada a trés fatores: inibicdo do trocador Na*/H", inibi¢&o
da atividade da H'-ATPase, ou ainda, pelo aumento do contetido de vesiculas
acidas na célula, sendo que um fator ndo exclui o outro.

Para avaliar a atividade da H'-ATPase foi realizado experimento onde

homogenado de membranas totais de células MDCK incubados com gentamicina
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por 30 minutos, foram expostas a solucdo contendo 107 mol/l de bafilomicina. A
atividade sensivel & bafilomicina demonstra a atividade da H*-ATPase, uma vez que
esta substancia inibe a bomba de prétons. Quando a atividade ATPasica é avaliada
em homogenado de células controle (mantidas apenas em meio de cultivo antes do
experimento), observa-se que a atividade sensivel a bafilomicina € menor do que a
atividade basal( C= 79, 48 + 36,6 nmoles de P/ min/mg de proteina, n = 5 X
C=191,19 + 57,1 nmoles de PJ/ min/mg de proteina, n = 5, p<0.05 para ),
evidenciando que a preparagdo apresenta fosfato inorganico (Pi), oriundo do
consumo de ATP pela H*-ATase.

300m

D Controle

-1 - Sulfato de Gentamicina 0,1 mM/30 min

200+

100+

atividade ATPasica
nmoles de P,/min/mg de proteina

Basal bafilomicina genta/basal genta/bafilo
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

Figura 6A. Representagdo da atividade ATPasica (consumo de ATP em razdo do tempo) Basal
refere-se a atividade basal registrada no homogenado de membranas; bafilomicina representa a
atividade dependente de bafilomicina; genta/basal indica atividade basal das células incubadas com
solucéo 0,1mM de sulfato de gentamicina por 30 minutos; genta/bafilo é a atividade obtida apds a
incubacdo com gentamicina. Dados represetnam médiatEPM.*=p<0.05 para bafilomicina x basal; # =
p<0.005 para atividade sensivel a bafilomicina x atividade basal em células expostas a gentamicina

Nas células incubadas com gentamicina, a atividade basal (sem bafilomicina)
também se apresenta menor do que a atividade basal controle (GB = 42,2 + 4,87

nmoles de Py min/mg de proteina, n = 5) e, quando bafilomicina é adicionada a
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preparacgao, a atividade diminui consideravelmente (GB = 27,532 + 8,35 nmoles de
Pi/ min/mg de proteina, n = 5). Os resultados obtidos nestes experimentos estéo
demonstrados na Figura 6A.

Na figura 6B sdo apresentados os dados relativos a diferenca entre a
atividade basal controle e a atividade sensivel a bafilomicina( Ab = 11,8 + 28,21
nmoles de P/ min/mg de proteina, n = 5), bem como a diferenca entre a atividade
ATPasica basal e sensivel a bafilomicina de células que foram tratadas com
gentamicina antes do experimento (Ag = 14,51 £ 3,7 nmoles de P/ min/mg de
proteina, n = 5). Este dados (Figuras 6 A e 6B demonstram que a gentamicina &
capaz de inibir a atividade da H*-ATPase e ainda, pode estar promovendo inibicio

do consumo de ATP de outras fontes na célula (Ca*-ATPase, por exemplo).

150=

—_— D Controle

- Sulfato de Gentamicina 0,1 mM/30 min

100+

*

o ]

Controle gentamicina
(n=5) (n=5)

A atividade ATPasica
nmoles de P/min/mg de proteina

Figura 6B. Diferenca entre a atividade basal e a atividade sensivel a bafilomicina para células
controele e tratadas com 0,1 mM de sulfato de gentamicina. Dados representam médiatEPM. * =
p<0.001.

Nas figura 7A e 7B é possivel observar a marcacdo fluorescente obtida pela

utilizacdo o marcador Lyso Tracker , que tem a propriedade de marcar especificamente
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vesiculas lisossomais. Apds 30 minutos de incubacdo com solu¢do 0,1 mM de gentamicina,
o contetdo de vesiculas &cidas aumenta (figura 7A) quando comparamos a figura B. Esta
marcacao € bastante evidente na regido perinuclear ( «~ ), mostrando que ha um maior
acumulo de vesiculas nesta regido. A figura 7D mostra as células controle, antes da
excitacdo fluorescente, enquanto que na Figura 7C, observa-se células expostas a
gentamicina 0,1mM por 30 minutos, antes da excitagéo do fluoréforo (luz transmitida). Nota-
se que as células incubadas cm gentamicina apresentam-se mais arredondadas e observa-

se um grande numero de estruturas vacuolares ( ’).

Figura 7: Registros de vesiculas acidas por marcador fluorescente Lyso Tracker e registros a
exposicdo de solucdo controle e gentamicina antes do fluoréforo. Em A e B, uso de marcador
fluorescente Lyso Tracker. Em B para células incubadas em solugdo controle e em A para células
incubadas ap6s 30 minutos com gentamicina. Em C e D, registros antes da exposi¢éo ao fluoréforo,
sendo D apoés exposicao a solugdo controle e C apds exposicdo a gentamicina.
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As células incubadas com gentamicina apresentam-se mais arredondadas,
enguanto as células controle encontram-se mais achatadas, indicando maior grau de
adesao na superficie da laminula. Com esses resultados € possivel sugerir que a

gentamicina promove aumento da atividade lisossomal de células em cultura.
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5. DISCUSSAO

Gentamicina é um antibiético largamente utilizado contra infec¢cdes por
bactérias Gram-negativas por possuir alta efichcia e baixo custo. Entretanto, sua
eficacia terapéutica tem que ser restrita devido a sua nefrotoxicidade e
ototoxicidade. Classicamente, a gentamicina vem sendo utilizada como modelo para
estudo de insuficiéncia renal aguda em animais. Atualmente, muitos trabalhos vém
demonstrando seu efeito téxico em células mesangiais, glomerulares e células do
tubulo proximal, mas poucos relatos sobre tubulo distal.

O aspecto central da nefrotoxicidade por gentamicina em tubulo proximal
pode variar de perda da borda em escova de células epiteliais a necrose tubular por
consequéncia de varios fatores que sdo desencadeados por acumulo da droga. Em
células proximais, a via endocitica é a via descrita para entrada de gentamicina na
célula (MOESTRUP et al, 1995; SERVAIS et al., 2005; ANTOINE et al, 2008;
QUIROS et al, 2010). Ja em células distais, a via endocitica ndo € predominante no
gue se refere a mecanismos de reabsor¢céo. Deste modo, vias ndo endociticas como
a via representadas pelos canais da familia TRPV séo descritas como vias de acao
da gentamicina em células como as MDCK e KDT3 (MYRDAL e STEYGER, 2005;
KARASAWA et al., 2008). Por outro lado, aminoglicosideos como a gentamicina,
tobramicina e neomicina sao utilizados comumente com agonistas do receptor
sensivel a célcio (CaR) (WARD et al, 2002; GIBBONS et. al, 2008).

Neste trabalho, em experimentos realizados com células MDCK, a
gentamicina promoveu uma diminuicdo no pHi maior do que aquela apresentada por
células exposta a solucao livre de sodio (Figura 7). De algum modo, esta células
perdem a capacidade de manutencdo de seu pHi. Como j4 salientado, esta
acidificacdo induzida pela gentamicina pode estar relacionada a trés fatores: inibigcao
do trocador Na*/H", inibicdo da atividade da H*-ATPase, ou ainda, pelo aumento do
conteudo de vesiculas acidas na célula, num possivel processo de morte celular
programada. A inibicdo do trocador Na‘'/H" nos experimentos realizados sé foi
observada com a utilizagdo de solugbes de trabalho onde o NaCl foi substituida por
NMDG (solucdo ONa®), portanto nada se pode concluir em relagdo a acdo da
gentamicina sobre este transportador de protons. Além disso, quando o registro do

pHi é feito quando as células sdo expostas a solugcdo de gentamicina diluida em
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solucao livre de sodio, ndo ocorre acidificacdo, ou seja, as ceélulas mantém seu pHi
proximo ao basal. Este dado carece de maior investigacdo, uma vez que alguma
condicdo pode estar alterada, uma vez que aparentemente ndo esta ocorrendo
nenhuma mudanca no pHi. Ao contrario, € bastante sugestiva a participacdo da
gentamicina na perda da capacidade de manutencdo do pHi intracelular, quando o
antibiotico é diluido em solucéo controle, ou seja, ha presenca de sodio.

O pH intracelular de muitos tipos celulares € regulados por vesiculas
contendo H*-ATPase que se incorporam por exocitose, nas membranas plasmaticas
(SCHWARTZ, BARASCH, AL-AWGATI, 1985). Fernandes Oliveira-Souza e Malnic
(2000) determinaram diferentes mecanismos de recuperacdo do pHi para o subtipo
C11 de células MDCK, 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 prétons pela H*- ATPase
e H'/K'- ATPase, sdo independentes de sédio e dependentes de cloreto
(TARARTHUCH et al, 2007). Portanto, na auséncia de sodio ocorre inibicdo do
trocador Na+/H+ e a extrusdo de H+ do meio intracelular € feita pelas bombas de
protons.

Brown e cols. (1987), utlizando imunomarcacdo em rins de ratos,
demonstraram a presenca das H*-ATPase tanto em membrana plasmatica quanto
armazenadas em vesiculas proximas as membranas de células intercalares (ICs); e
de células epiteliais do tubulo proximal. Este armazenamento em vesiculas
desempenharia um papel importante nas ICs, ja que as mesmas poderiam se inserir
na face apical ou basolateral de acordo com as necessidades do organismo,
conferindo ao sistema uma certa plasticidade fisiologica (SCHWARTZ E AL-
AWQATI, 2005).

A gentamicina € considerada, assim como outros aminoglicosideos, agonista
do CaR. Gibbons et al (2008) mostraram aumento significativos de [Ca®']; em
preparacdes expostas a diferentes concentracdes destes antibidticos, sendo esta
atividade semelhante aquela induzida por gadolineo(Gd®*). Resultados anteriores de
nosso laboratério mostraram que células MDCK C11, expostas a gentamicina

apresenta aumento significativo da [Ca®']

e que este aumento pode estar
relacionado a estimulacdo do CaR, sendo responséavel pela deflagracdo de possivel

evento apoptotico nestas células(COUTINHO, 2012) .
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Estudos de Casare, et al (2011) demonstraram que a atividade da H*-ATPase
€ estimulada por calcio, via receptor sensivel a calcio, ou na presenca de agonistas
do CaR, como o Gd*". A Figuras 6A e 6B mostram que a gentamicina inibiu cerca de
87% a atividade desta bomba, mas ainda & possivel detectar presenca de algum
outro mecanismo que consomem ATP, como por exemplo, a Ca**-ATPase.

Picos na concentracdo de célcio intracelular esta relacionado a sinalizacdo de
varios eventos nas células. Quando estes picos representam concentracdes
intracelulares de célcio muito altas ou se sé@o sustentados e ndo transientes estdo
relacionados a apoptose (RIZZUTO, et al, 2003). A gentamicina, por sua vez, tem
seus efeitos relacionados a apoptose em muitos tipos celulares (MOUDDEN, et al.
2000).

A figura 7 registra a fluorescéncia emitida apds incubagdo com o fluoréforo
Lyso Tracker, especifico para vesiculas lisossomais. As células incubadas com
gentamicina por 30 minutos apresentaram uma maior atividade lisossomal. J4 é bem
entendido que uma vez dentro das células, os aminoglicosideos alteram a funcéo de
varias organelas, como por exemplo, lisossomo, complexo de golgi, reticulo
endoplasmatico e citosol, mas é no lisossomo onde a gentamicina mais se acumula
(SERVAIS et al., 2005).

Lisossomos e mitocbndrias, dentre as varias organelas subcelulares
potencialmente envolvidas na apoptose, estdo entre as principais capazes de enviar
sinais de morte celular, através da ativacdo de sensores de estresse celular
especificos (FERRI e KROEMER, 2001). Segundo Servais et al. (2005) células
tubulares proximais LLC-PK1, expostas a gentamicina, possuem o inicio da
apoptose precedido por desestabilizacdo da membrana lisossomal. A ativacao do
“‘caminho lisossomal para a apoptose” — terminologia bem aceita para descrever o
mecanismo que foi primeiramente identificado em situacdes patoldgicas
(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. O marcador Lyso Tracker é
descrito por Fogel et al (2012) como marcador de morte celular programada.

Como as células MDCK representam o ducto coletor do néfron, onde a
atividade endocitica ndo é tdo efetivamente observada como em TP, sugere-se que
uma via ndo enddcitica pode estar sendo estimulada pela gentamicina de modo a

garantir aumento do calcio intracelular, numa maior magnitude do que aquela
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responséavel pela ativacdo da H-ATPase e que o processo a ser ativado pelo célcio
alto seja o de morte celular programada, o que justificaria presenca de maior
atividade lisossomal. Entretanto, ndo se pode descartar que esta atividade esteja
relacionada a endocitose da gentamicina por estas células de ducto coletor,
evidenciada pela alta atividade lisossomal, e que ndo necessariamente pode estar
indicando apoptose. Estes dados requerem estudos futuros para que possam ser

melhor elucidados.
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6. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho € possivel concluir que células
MDCK wilde type, expostas a gentamicina apresentam

- Perda da capacidade de manutengcdo do pHi basal, possivelmente por
diminuic&o da atividade da H*-ATPase.

- Aumento da atividade lisossomal, que pode estar relacionada ao acumulo de
gentamicina na célula, oriundo de endocitose ou deflagracdo de processo de
apoptose.
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