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RESUMO

EFEITOS RENAIS E VASCULARES DO EXTRATO BRUTO DA ANEMONA
MARINHA Bunodosoma caissarum E SUA FRAGAO FOSFOLIPASE A,: ESTUDO
DOS MEDIADORES ENVOLVIDOS. René Duarte Martins, Tese de Doutorado,
Orientacao: Dra. Helena Serra Azul Monteiro, Universidade Federal do Ceara, Pos-
graduagao em Farmacologia, 2007.

Anémonas marinhas contém uma variedade de compostos biologicamente ativos
incluindo potentes toxinas. Por esta razdo, muitos investigadores tém centrado seus
estudos nestas proteinas, isoladas de anémonas marinhas, como Bunodosoma
caissarum. O objetivo deste trabalho foi estudar o mecanismo das alteracdes
funcionais produzidas pelo extrato bruto e da fragdo PLA; de B. caissarum em rim
isolado de rato e leito vascular mesentérico. Rins isolados de ratos Wistar, pesando
250-300g, foram perfundidos durante 120 min com solugdo de Krebs-Henseileit
contendo 6% de albumina bovina. O extrato bruto de B. caissarum (BcE) e PLA;
foram adicionados ao sistema, em diferentes concentragcées, 30 minutos apds o
inicio de cada experimento (controle interno) e Tezosentan (TZN) e Indometacina
(IND) foram administrados no periodo inicial de cada experimento (T = 0 min). O leito
vascular mesentérico, mantido aquecido a 37 ° C, foi perfundido com solugdo de
Krebs em um fluxo constante (4mL/min) e a pressao medida por 80 min. A expressao
de mRNA TNF-q, IL-1 B, renina e receptores de adenosina (A1, A2a, A2b e A3) foi
avaliada por PCR utilizando como referéncia o mRNA do gene 18S. Os dados foram
analisados por teste t de Student (p <0,05). BcE alterou a fungao renal elevando a
pressao de perfusdo (PP), a resisténcia vascular renal (RVR), fluxo urinario (UF),
taxa de filtragcao glomerular (TFG) e excregcdo de sodio, de potassio e cloreto,
especialmente com a concentragao intermediaria. Tezosentan inibiu estes efeitos
apenas parcialmente. No entanto, indometacina apresentou um bloqueio mais
expressivo que TZN. A PLA; de B. caissarum elevou a pressao de perfusao (PP) ja
aos 60 minutos (controle = 104,17 £ 3,72; PLA, (0,1) = 130,9 £ 5,6 *; PLA, (0,3) =
165,1 £ 12,6 *; PLA2 (1,0) = 142,3 £ 9,6 *, *p <0,5), revelando também elevacdes de
RVR , UF, TFG, excrecao de eletrolitos e osmolaridade urinaria, com diminuicdo dos
transportes distais de Na*, K" e CI". O bloqueio com IND foi mais expressivo sobre a
menor concentragdo de PLA2, enquanto TZN mostrou um efeito discreto. BcE e PLA;
nao alteraram a pressdo de perfusdo basal do leito vascular mesentérico. PLA;
aumentou a expressao relativa de TNFa (C = 1,00 £ 0,00 vs. PLA; = 1,116 £ 0,033,
com p<0,0001) e do receptor de adenosina A2a (C = 1,0 £ 0,01 vs. PLA, = 1,238 +
0,043*, com p<0,0001).Estes resultados sugerem que BcE e PLA; exercem acbes
significativas na perfusdo de rim isolado, sem efeitos vasculares diretos no leito
mesentérico. COX-2 e endotelina parecem ser importantes mediadores dos efeitos
da BcE e PLA,. Além disso, adenosina também parece estar envolvida no
mecanismo de agao da PLA,; de Bunodosoma caissarum.

Palavras-chave: Anémona do mar, Fosfolipase Az, Rim, Receptor de endotelina,
Adenosina, Ciclooxigenase.



ABSTRACT

BUNODOSOMA CAISSARUM AND IT'S PHOSPHOLIPASE A; FRACTION
EFFECTS IN THE ISOLATED PERFUSION KIDNEY AND ARTERIOLAR
MESENTERIC BED: A STUDY OF MEDIATORS. RENE DUARTE MARTINS.
Doctoral Thesis. Post-Graduation in Pharmacology. Mentor: Dra. Helena Serra Azul
Monteiro, Ceara Federal University, 2007.

Sea anemones contain a variety of biological active compounds including some
potent toxins. For this reason, many investigators have focused their studies in these
proteins, isolated from sea anemones, such as Bunodosoma caissarum. The aim of
this work was to study the mechanism of functional alterations produced by the crude
extract and the PLA2 fraction of B. caissarum in the isolated rat kidney and arteriolar
mesenteric bed. Isolated kidneys from Wistar rats, weighing 250-300g, were perfused
with Krebs-Henseileit solution containing 6% of bovine serum albumin for 120 min. B.
caissarum crude extract (B¢E) and PLA2 were added to the system 30 min after the
beginning of each experiment (internal control) and Tezosentan (TZN) and
Indomethacin (IND) were administered in the initial period of each experiment
(T=0min). The mesenteric bed, kept warmed at 37°C, was perfused with Krebs
solution at a constant flow, (4mL/min) but with a variable perfusion pressure,
measured for 80 min. mMRNA expression of TNF-qa, IL-1B, rennin and adenosine
receptors (A1, A2a, A2b and A3) was evaluated by PCR using 18S mRNA as
reference gene. The data were analyzed by Student’s t-test (p<0.05). BcE altered
kidney function increasing perfusion pressure (PP), renal vascular resistance (RVR),
urinary flow (UF), glomerular filtration rate (GFR) and sodium, potassium and chloride
excretion, especially with the intermediary concentracdo. Tezosentan inhibited these
effects only partially. However, indomethacin presented a blockage more expressive
that TZN. The PLA2 of B. caissarum showed a higher increase of PP at 60 minutes
(Control= 104,17+3,72; PLA2(0,1) = 130,9+5,6*; PLA2(0,3) = 165,1£12,6*; PLA2(1,0)
= 142,3+9,6%, *p<0,5) and increased RVR, UF, GFR, sodium, potassium and chloride
excretion and urinary osmolarity, with descrease of Na*, K" and CI distal transports..
The blockage of IND was more expressive on the smallest PLA2 concentragdo and
TZN showed a modest effect, blocking more efficiently the intermediary
concentragdo. Neither BCcE, nor PLA2 altered the basal perfusion pressure of the
isolated arteriolar mesenteric bed. PLA2 increased the gene expression of TNF-a
(Control = 1,00 £ 0,00 vs. PLA; = 1,116 = 0,033*, com p<0,0001)and upnregulated
the expression of adenosine receptors A2a (Control = 1,0 + 0,01 vs. PLA; = 1,238 +
0,043*, com p<0,0001). These results suggest that BcE and PLAZ2 exert significative
actions in the isolated perfusion kidney, without vascular effects in the arteriolar
mesenteric bed. COX-2 and endothelin appear to be important mediators of the
effects of BcE and PLA2. In addition, adenosine is also involved in the mechanism of
action of B. caissarum.

Key-Words: Sea anemone, Fosfolipase A, Kidney, Endothelin receptor, Adenosine,
Ciclooxigenase.
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1. INTRODUGAO

1.1 Consideragoes Gerais

As Toxinas de anémonas do mar incluem varios polipeptidios, dentre os
quais neurotoxinas e citolisinas com atividades biolégicas variadas, despertando
grande interesse na pesquisa cientifica (GONDRAN et al., 2002). Tais substancias
apresentam natureza protéica (peptidios, proteinas, enzimas e inibidores de
protease) e nao-proteicas (purinas, compostos de aménio quaternario, aminas
biogénicas) (BERESS, 1982; ANDERLUH E MACEK, 2002; OLIVEIRA et. al., 2006),
sendo peptideos e proteinas as classes de toxinas mais extensivamente estudadas,
principalmente por suas agdes neurotoxicas e como estimulantes cardiacos (ENO et
al., 1998).

As anémonas do mar s&o animais exclusivamente marinhos, do filo
Cnidaria ou celenterado, mesmo grupo dos corais, medusas, gorgOnias, caravelas e
hidras. Pertencem a classe Anthozoa, ordem Actiniaria, de onde derivam-se 26
familias distintas, sendo conhecidas mais de 1.000 espécies em todos os mares do
mundo (OLIVEIRA et al., 2006).

Praticamente n&o ha registros de casos graves ou fatais envolvendo
Cnidarios em nosso pais, exceto nos acidentes relatados por Freitas et al. (2005) e
Morandini e Marques (1997) para Physalia physalis e Tamoya haplonema,
respectivamente. Entretanto diversos trabalhos tém objetivado caracterizar os
mecanismos de acao de venenos e toxinas extraidos destes animais e, em particular,
as anémonas marinhas (BRUHN et al., 2001; GONDRAN et al., 2002).

Os cnidarios estdo entre os organismos mais venenosos e peg¢onhentos
que se conhece, apesar de a maioria ser inofensiva para os humanos. Parte do seu
arsenal quimico, presente principalmente nas cnidas, vem despertando grande

interesse farmacoldgico (BARNES et al., 1995).
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O cnidoblasto € a principal caracteristica deste filo (Figura 1), pois séo
células altamente especializadas, concentrando-se principalmente nos tentaculos
(Watson, 1988). Reunem-se em grupos de até 40, constituindo verdadeiras baterias
de cnidoblastos que, de um modo geral, tem a forma de um calice. Na ponta mais
larga da célula, existe uma diferenciagao citoplasmatica extremamente complexa, o
nematocisto ou capsula urticante que pode possuir na superficie do seu epitélio, um
pequeno prolongamento do citoplasma formando uma estrutura saliente denominada
cnidocilio, que é o 6rgdo que recebe, transmite e determina a explosdo do
cnidoblasto (FAUSTIN e ROMANO, 1997).

o

-

Cnidocilio
{cillo sensivel ao contato)

Filamento
# urticante

Opérculo

Cnidoblasto

Figura 1 . Corte Transversal de um Cnidario mostrando os Cnidoblastos

com nematocistos. Fonte:(A)Thieres, 2007 (B) Lima, D., 2007

O estudo quimico com cnidarios teve grande impulso durante a década de
60 com o descobrimento das prostaglandinas em varias espécies de corais moles do
Caribe (em especial a gorgdnia Plexaura homomalla) (WEINHEIMER; SPRAGGINS,

1969). A extrema diversidade dos efeitos biolégicos das prostaglandinas provocou,
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naquele momento, a coleta indiscriminada destas espécies, pondo em perigo as
populagbes das mesmas em varias regides caribenhas. Felizmente o
desenvolvimento de métodos de sintese em laboratério avancou rapidamente,
resguardando estes corais (CORREIA et al., 2002). Desde entéao, ficou em evidencia
o potencial destes organismos como produtores de compostos de interesse bioldgico
e farmacoldgico.

A maior quantidade de metabdlitos secundarios de cnidarios foi isolada de
octocorais (alcionaceos e gorgonaceos) e de zoantideos (BABU et al., 1997).
Existem muitos exemplos de terpenoides de corais que possuem atividade biolégica
ou farmacolégica. Rinehart et al. (1981) estudaram a atividade antiviral,
antimicrobiana e antineoplasica dos produtos naturais extraidos de 1300 amostras de
142 espécies de cnidarios e encontraram que aproximadamente 32% dos extratos
revelavam atividade antimicrobiana. Venkateswarlu et al. (1998) encontrou atividade
antibacteriana de metabdlitos secundarios em espécies de zoantideos. Estudos de
espécies do género Zoanthus sp. revelaram atividade antinflamatéria e analgésica
(GRACE e JACOBS, 1998) € inibidora de osteoporose (KURAMOTO et al. 1998).

No Brasil existem alguns antecedentes de estudos quimicos em cnidarios,
principalmente anémonas e octocorais. Freitas e colaboradores trabalham desde a
década de 80 com substancias bioactivas de anémonas-do-mar, principalmente com
Bunodosoma caissarum e B. cangicum, encontrando atividade antimitética,
hemolitica, neurotoxica, acdo em canais idnicos e antitumoral em cancer de mama
humano (FREITAS e ELENA, 1991; LAGOS et al., 2001; MALPEZZI et al., 1995;
OLIVEIRA et al., 2004, 2006).

1.2 Bunodosoma caissarum

Bunodosoma caissarum (figura 2) € uma anémona marinha endémica no
litoral brasileiro. Produz uma variedade de componentes biolégicos, cuja maioria

ainda nao foi estudada. Componentes polipeptidicos tém sido identificados no
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veneno, como as neurotoxinas que afetam canais de sddio voltagem dependentes e
canais de potassio (MALPEZZ| et al., 1991; OLIVEIRA et al., 2004) e hemolisinas
(MALPEZZI et al., 1993).

Figura 2. Anémona marinha da espécie Bunodosoma caissarum. Fonte: Migotto, A.
E. - Centro de Biologia Marinha — USP, 2007

Avaliagdo toxicolégica da pegonha de B. caissarum revelou peptidios
neurotoxicos e citotoxicos. Os peptidios neurotéxicos de B. caissarum tem sido
isolados e sequenciados (MALPEZZI e FREITAS, 1991) e dentre os varios estudos
que tém caracterizado os constituintes do veneno de B. caissarum, ha muitos
estudos in vivo investigando os efeitos centrais do veneno e seu mecanismo de
acdo. Gondran et al. (2002) observaram que o extrato bruto de B. caissarum
promovia convulsdes doses-dependente em ratos e que este efeito parecia ser
devido a uma interagao direta entre algum componente do extrato e os receptores
NMDA, ndo envolvendo o aumento da liberagdo de glutamato ou a presenca de
citolisinas.

Dois peptidios neurotoxicos ja foram isolados do veneno bruto da
anémona marinha B. caissarum, a fragdo denominada Bclll, cuja cadeia polipeptidica
€ composta por 48 aminoacidos e é letal para camundongos (DL50= 600ug/Kg) e
caranguejos. Este peptideo tem a propriedade de ligar-se ao sitio 3 dos canais de
sddio voltagem dependentes e atrasar a fase de inativagao destes canais (OLIVEIRA
et al., 2004)
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Oliveira et al. (2006b) isolaram e purificaram da fragao neurotdxica de B.
caissarum mais um peptideo denominado BclV, cuja unica agdo parece ser paralisia
de forma menos potente do que Bclll. Este neuropeptideo possui homologia com os
peptideos BDS-1 e BDS-Il que bloqueiam de forma potente e seletiva os canais de
potassio voltagem dependentes tipo 3.4 (DIOCHOT et.al, 1998). BclV também
apresenta elevada similaridade com as toxinas APETx1 e APETx2, isoladas do
extrato de Anthopleura elegantissima que bloqueiam especificamente os canais de
potassio éter-A-go-go (canais de potassio voltagem dependentes que se
caracterizam por uma longa cauda N-terminal e C-terminal intracelular) e canais
iGnicos acido sensiveis, respectivamente (DIOCHOT et.al, 2003, 2004).

Entre os peptidios citotdxicos, a imunopurina caissorona possui agao
antagonista de adenosina. Alguns estudos revelaram que a B. caissarum promove
aumento da motilidade intestinal de mamiferos induzida pela agdo em receptores de
adenosina do tipo A4, apresentando também atividade hemolitica quando testada em
eritrocitos de ratos, peixes, camundongos e serpentes (MALPEZZI et.al, 1993;
FREITAS e SAWAYA, 1990). Em estudos preliminares realizados em nosso grupo
observamos efeitos estimulatorios em duodeno isolado, através da utilizacdo de
extrato bruto de B. caissarum (Dados nao mostrados).

Componentes citoliticos, conhecidos como hemolisinas, tém sido
encontrados em pelo menos 37 espécies de anémonas marinhas, distribuidas em
sete familias — Actiniidae, Acontiophoridae, Aiptasiidae, Aliciidae, Metridiidae,
Sgartiidae e Stichodactydae (SHIOMI et al., 1997; JIANG et al., 2002; UECHI et al.,
2005). Eles tém sido classificados em quatro grupos principais (I a IV) com massa
molecular variando de 5.000 a 80.000 Da e alguns apresentando atividade
enzimatica, como a fosfolipase A, (GROTENDORST e HESSINGER, 2000; JIANG et
al., 2002; ANDERLUH E MACEK, 2002; UECHI et al., 2005).

A atividade citolitica de B. caissarum tem sido caracterizada e parece
ocorrer devido a presenga de citolisinas que podem ser inibidas por lipidios de
membrana como a esfingomielina, que preferencialmente inibe as hemolisinas do

grupo Il, conhecidas como actinoporinas, que sa&o compostos por proteinas
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cardiotbnicas com peso molecular variando de 15.000 a 20.000 Da (OLIVEIRA et al.,
2004; MARTIN-BENITO et al., 2000).

As actinoporinas produzem efeitos citoliticos em eritrécitos, plaquetas e
fibroblastos, através da formagao de canais cation-seletivos (MALPEZZI e FREITAS,
1991; MACEK, 1992; MARTIN-BENITO et al., 2000). Migues et al. (1999)
demonstraram que uma toxina citolitica, a Bc2 do veneno de B. caissarum, promove
a liberacdo de catecolaminas por células cromafins da adrenal de bovinos e induz
liberagdo sinaptossomal de glutamato em coértex cerebral de ratos (ALES et al.,
2000).

Mais recentemente, Oliveira et. al. (2006a) descreveram a caissarolisina |
(Besl), uma hemolisina com atividade de fosfolipase A,, diferente de algumas
actinoporinas conhecidas, como as St | e St Il (LANIO et al., 2001). Fosfolipases A
sao frequentemente encontradas em venenos de muitos vertebrados e invertebrados
e, has anémonas marinhas, algumas sao consideradas hemolisinas (ANDERLUH e
MACEK, 2002; NEVALAINEN et al., 2004).

1.3 Fosfolipases A, - (PLA))

Além dos vertebrados, PLA; tem sido encontrada em uma variedade de
outros filos, incluindo invertebrados marinhos (MCINTOSH et al., 1995; SHIOMI et
al., 1998; MACPHERSON e JACOBS, 2000; KISHIMURA et al., 2000; TALVINEN e
NEVALAINEN, 2002; NEVALAINEN et al., 2004). Elevada atividade de PLA; tem sido
reportada em anémonas marinhas, corais duros, corais de fogo, estrelas do mar,
pepinos do mar e esponjas marinhas (NEVALAINEN et al., 2001, 2004).

Estas enzimas hidrolisam as ligagbes 2-acila dos fosfolipidios, gerando
produtos como lisofosfolipidios e acidos graxos, envolvendo uma variedade de
respostas fisiologicas, incluindo inflamagdo (DENNIS, 1994; NEVALAINEN et al.,
2004), homeostase da membrana celular, digestdo de lipidios, defesa do hospedeiro,

transducdo de sinal e producao de mediadores lipidicos, como os eicosandides, que
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exercem potentes acgdes biolégicas (VALENTIN e LAMBEAU, 2000). Dentre os
efeitos biologicos observados, a PLA; possui um papel chave na digestdo de
fosfolipidios, efetores de atividade antibacteriana (WEINRAUCH et al., 1996),
regulagdo em potencial de varias doencas (NEVALAINEN, 1993; VADAS et al., 1993)
e marcadores do Céncer (PARK et al., 2003; KENNEDY et al., 1998 ). O estudo da
inflamag&o ocupa um capitulo a parte no interesse pelas PLAys, pois estas enzimas
sao as principais envolvidas na liberagdo do acido araquiddnico, responsavel pela
biossintese de lipidios mediadores da inflamagdo como prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos (TEIXEIRA et al., 2003).

Historicamente, a atividade de PLA, foi primeiramente observada no suco
pancreatico e em venenos de serpentes (DENNIS, 1997) sendo proposto um papel
na digestdo de fosfolipidios em nivel intestinal, para estas enzimas. Devido a sua
abundancia nos venenos e facilidade de purificagcdo, PLA,s de venenos foram as
primeiras fosfolipases A, secretérias estudadas (sPLA2s) (VALENTIN e LAMBEAU,
2000).

As PLA,s sao divididas em dois grupos maiores, sendo um grupo de PLAy
citosolicas (cPLAys), que séo intracelulares, possuem elevados pesos moleculares e
podem ser encontradas em varios tipos celulares, enquanto outro grupo é composto
pelas PLAys secretorias (sPLAys), de baixos pesos moleculares, extracelulares e
podem ser encontradas no suco pancreatico de mamiferos ou nos venenos de
serpentes (GLASER et al., 1993; De CASTRO et al., 2000).

De acordo com as estruturas primarias e distribuicdo, as fosfolipases A,
secretorias podem ser divididas em 12 grupos e subgrupos, dos quais trés grupos
sdo os mais conhecidos (NEVALAINEN et.al, 2004):

o Grupo | de sPLA,s: Obtido dos venenos de serpentes das
familias Elapidae e Hidrofidea, assim como do pancreas de mamiferos;

o Grupo Il de sPLA,s: Oriundo dos venenos de serpentes
das familias Crotalidae e Viperidae, bem como do liquido sinovial e das

plaquetas de seres humanos.
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o Grupo Il de sPLA,: Este grupo foi primeiramente
identificado em veneno de abelha (KUCHLER et. al., 1989) e depois em
venenos de outros invertebrados, como as aguas vivas (LOTAN et al.,
1995), mamangaba (HOFFMAN et al., 1997) e escorpiao (ZAMUDIO et al.,
1997; CONDE et al., 1999).

Os grupos | e Il de sPLAys possuem elevada homologia em suas
estruturas primaria e terciaria, ambos contendo seis pontes dissulfeto. Distinguem-se
pela presenga/auséncia de uma sequéncia propeptidica chamada “alga pancreatica”,
que consiste numa extensao C-terminal e um grupo dissulfeto especifico (LAMBEAU
e LAZDUNSKI, 1999).

O grupo lll de sPLA,s contém dez residuos de cisteina, sendo constituido
por 1 ou 2 subunidades. Este grupo se distancia dos grupos | e Il e, ao comparar-se
suas estruturas primarias, observa-se uma homologia somente na regido de ligagao
com calcio (Ca* loop) e nos sitios ativos (DAVIDSON e DENNIS, 1990), com
semelhanga em suas estruturas terciarias (SCOTT et al., 1990).

PLA; extraida do veneno de abelha hidolisa fosfolipidios de membrana em
eritrocitos e mastécitos, apresentando também atividade antimicrobiana contra
enterobactérias e Trypanosoma brucei brucei (BOUTRIN et. al., 2008).

A PLA; do grupo Ill humanas parece ter ligagdo com a aterogénese,
semelhante ao que ocorre com PLAZ2s das classes V e X (SATO et al., 2008). Os
efeitos pro-aterogénios parecem estar ligados a fenbmenos relacionados com a
circulacéo, através da formacéo de particulas de LDL densas, e a parede vascular,
com a hidrolise de lipoproteinas que ligam-se fortemente a matriz extracelular de
proteoglicanos, o que leva a retengao destas lipoproteinas na parede vascular. Este
acumulo de lipidios fica susceptivel a futuras modificacbes por enzimas e
macrofagos, levando ao acumulo intracelular de lipidios HURT-CAMEJO et al, 2008).

Um tipo especial de sPLAys foi isolada do caracol Conus magus. Esta

PLA, ndo apresenta nenhuma homologia significativa com outras sPLA,s, exceto por
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alguns residuos no sitio ativo, sendo classificada numa nova classe, chamada grupo
IX (DENNIS, 1997).

Nevalainen et al. (2004) estudaram a atividade fosfolipasica em extratos
de diferentes tecidos de varias espécies de Cnidarios das quatro classes, Hydrozoa,
Scyphozoa, Cubozoa e Anthozoa. Este estudo permitiu concluir que a atividade
fosfolipasica € variavel neste filo, entretanto a maioria das espécies possuem
consideravel atividade de fosfolipase A, principalmente nos extratos de tentaculos e
acontia, 6rgdos que apresentam grande quantidade de cniddcitos, 0 que sugere a
presencga da PLA; no veneno destes organismos, caracterizando a participagéo da
PLA; na toxicidade exercida por este filo.

A atividade fosfolipasica pode produzir diversos efeitos, como a producéo
de prostaglandinas, importantes vasodilatadoras renais, como PGE{, PGE;, PGAq,
PGA;, PGH,, PGIl;, PGG,, responsaveis pelo aumento do fluxo sanguineo e
consequente diurese, natriurese e caliurese ou produz PGF,a cuja acdo é
vasoconstritora. Além das prostaglandinas, a PLA,, através da ciclooxigenase (COX),
pode ativar o tromboxano A, que também possui acdo vasoconstritora, promovendo
reducdo do fluxo sanglineo renal e da taxa de filtracdo glomerular (BYDLOWSKI,
2000).

As sPLA; tém sido extensivamente estudadas em mamiferos, todavia suas
fungdes fisioldgicas e patofisioldégicas ainda permanecem obscuras (PARK et al.,
2003). Uma série de pesquisadores, utilizando-se de uma grande variedade de
metodologias e sistemas tém dedicado-se ao estudo da atividade catalitica da PLAZ2.
Alix e Woodbury (1997) observaram a presenca de uma corrente em canais idnicos,
provavelmente gerada pela presenga de acidos graxos oriundos da agao catalitica de
PLA..

cPLA2 liberam acido araquidbnico para a sintese de eicosandides,
contribuindo para o fenbmeno de lesao celular, o que parece ocorrer através de
mecanismos variados, dentre os quais, a elevagédo das concentragdes citosolicas de
Ca2+ induziria a translocacdo de PLA; do citosol para a membrana intracelular

através de sua porgdo N-terminal dependente de Ca®". A translocacdo facilitaria o
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aceso da cPLA2 ao substrato fosfolipidico e subsequentemente liberacdo de acido
araquidoénico livre para ser metabolizado pela cicloxigenase (COX) ou lipoxigenase.
Acredita-se também que a atividade enzimatica CPLA; pode ser aumentada através
da fosforilagdo em uma serina-505 por proteinas quinases ativadas por mitégenos
(JIANHONG et. al, 2001; GIJON et al., 1999; LESLIE, 1997).

As cPLAyq séo criticas para a liberagao de acido araquidénico para sintese
de prostaglandinas e leucotrienos (UOZUMI et. al., 1997; BOVENTRE et al., 1997).
As isoformas de PLA, que sdo independentes de calcio, mas que também utilizam
uma serina catalitica, parecem estar envolvidas em fungcbes como remodelamento da
membrana (BALSINDE et al., 1997), espermatogénese (BAO et al, 2004) e regulagéo
de canais de calcio “sensiveis a armazenamento” (store-operated) (SMANI et al.,
2004). Ha cerca de 10 sPLAZ2s (GELB et al, 2000; VALENTIN et al, 1999) que usam
uma histidina catalitica e que tém sido implicadas na amplificagcdo da geragao de
eicosanoides dependentes de cPLA2a (SATAKE et. al, 2004; MOUNIER et. al, 2004;
HAN et al., 2003), assim como na regulagdo da exocitose granular secretoéria
(ENOMOTO et. al, 2000). Todavia, em certas circunstancias, sPLA2 pode regular a
geracgao de eicosandides independentemente da presenca de cPLA2a (AKIBA et al,
2001).

As atividades biologicas da maioria das PLA2 tém sido atribuidas a suas
capacidades enzimaticas de hidrolisar fosfolipidios de membrana, com consequente
producdo de acido araquidénico e lisofosfolipidios. Contudo, baseando-se nestas
caracteristicas, tem sido dificil compreender muito dos seus efeitos (REDDY et al.,
1997; KENNEDY et al., 1995; NAIR et. al, 1993). Entre as PLA2 secretorias, o grupo
I[la contém enzimas que possuem um papel chave na patogénes de doencgas
inflamatérias, nas quais observa-se niveis locais e sistémicos elevados, como no
choque séptico, artrite reumatoide, e falha multipla de 6rgaos (NAIR et. al, 1993;).

Diversos estudos tém revelado que os efeitos toxicos das PLA2s extraidas
de venenos podem ndo estar correlacionados com sua acio catalitica, sendo seu
efeito dependente da ligacéo a proteinas — alvo (VALENTIN et al., 1999). Isto levou a
identificagdo, nas décadas passadas, de uma variedade de proteinas que se ligam a
PLA2 e podem estar envolvidas na sua toxicidade (LAMBEAU et. al.,, 1999;
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GUTIERREZ, et. al., 1995). Estes estudos tém reforgado os achados que sugerem
que a PLA2 exerce efeitos independentemente de sua agdo enzimatica (VALENTIN e
LAMBEAU, 2000).

1.4 Peptideos Vasoativos no Rim

Existe no rim um importante balango entre agentes vasoconstrictores e
vasodilatadores, responsavel pela regulagdo da filtragcdo glomerular. Dentre os
agentes vasoconstrictores devem ser ressaltados: peptideos como a angiotensina
(Ang Il) e endotelina, além de outras substéncias como adenosina, PAF (Fator
Ativador de Plaquetas) e metabdlitos do acido araquidénico (PGs, tromboxano A; e
leucotrienos). Os agentes vasodilatadores incluem peptideos como bradicinina e
peptideos natriuréticos, além de outras substancias como éxido nitrico, algumas PGs
e dopamina (GRACIANO e NORONHA, 2003).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) exerce um papel
fundamental na manutencdo da hemodinamica renal. Os estimulos primarios para a
secrecdo de renina renal dependem, basicamente, da redugdo da pressdao de
perfusdo renal e da reducdo da ingestdo de sddio ou perda de sédio. O aumento da
pressao de perfusdo renal na arteriola aferente induz diminuicdo da secrecédo de
renina, enquanto a redugdo da pressao de perfusdo renal aumenta a secrecao de
renina (RABKIN e DAHL, 1993; HSUEH e ANTONIPILLAI, 1995). O Conteudo de
cloreto de sodio na alga de Henle, local da macula densa, regula a secregao de
renina. Hackenthall et al. (1990) demonstraram que a infusdo de sais de sddio
(outros que nao cloreto de sddio) ndao consegue diminuir a liberagdo de renina,
enquanto a infusdo de variadas concentracbes de cloro produz alteragbes da
secrecdo de renina, comportamento semelhante ao que ocorre na bomba de
Na*/K*/2CI" no ramo ascendente da alga de Henle.

A familia das endotelinas é composta por trés peptideos de 21

aminoacidos cada: endotelina —1 (ET-1), endotelina — 2 (ET —2) e endotelina — 3 (ET
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—-3). A expressao das trés endotelinas € diferente nos diversos tecidos. A ET -1 é a
unica endotelina expressa no endotélio vascular e foi também detectada em cérebro,
rim e pulmao. ET-1 é a forma classica da endotelina e é a unica forma do peptideo
encontrada na circulagcdo humana. Apresenta efeito vasoconstrictor 10 vezes mais
potente do que a angiotensina Il, com importante fungdo na regulacdo da pressao
sanguinea e foi a primeira endotelina isolada e purificada, sendo extraida do
sobrenadante de cultura de células endoteliais da aorta de bovinos (YANAGISAWA
et al., 1988).

As endotelinas ET-2 e ET-3 sédo produzidas no cérebro, rim, supra-renal e
intestino. Todas as isoforma de endotelina s&do potentes vasoconstrictores.
Receptores especificos para endotelina foram identificados em diversos tecidos
(SIMONSON e DUNN, 1981). Os receptores de endotelina, receptor tipo A (ET-Ra) e
receptores tipo B (ET-Rg), apresentam afinidades diferentes para as varias isoformas
de endotelina. ET-1 age principalmente no ET-Ra. A afinidade para ET-Ra das
diferentes endotelinas é: ET-1>ET-2>ET-3. J& o ET-Rg tem afinidade semelhante
para as trés isoformas (GRACIANO e NORONHA, 2003).

Infusdo exogena de ET-1 reduz fluxo plasmatico renal e filtragcdo
glomerular e aumenta resisténcia vascular renal. Estes efeitos s&o parcialmente ou
totalmente prevenidos por antagonistas dos receptores de adenosina seletivos ou
nao seletivos (SCHUMETTERER et.al.,, 1998; BOHN et al., 2003; VUURMANS et.
al., 2004; MOTTE et. al., 2006).

Adenosina atua na hemodindmica de 6rgdos como rins, cérebro e
coragao. Quatro subtipos de receptores adenosina tém sido descritos: A4, Aza, Azp €
As. A1 e A3 sao acoplados a proteinas Gj, com ativacao de fofolipase C e inibicdo da
adenil ciclase, enquanto Az, e Ay, ativam proteinas Ggq | que estimula proteina
quinase A, com ativacdo de adenil ciclase e geragao de AMP ciclico (HANSEM e
SCHNERMANN, 2003; JACKSON e DUBEY, 2001).

Nos rins os receptores A; (A1 —Rs) tém sido localizados na arteriola
aferente, glomérulo, tubulo contorcido proximal e ducto coletor, enquanto Az,—Rs séo
primariamente encontrados na arteriola eferente (McCOY et al, 1993; WELCH, 2002;
MODLINGER e WELCH, 2003).
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A ativacdo renal do receptor Ai-R na arteriola aferente resulta em
vasoconstriccdo que reduz a taxa de filtragdo glomerular e fluxo sanguineo renal,
além de mediar o feedback tubuloglomerular (MODLINGER e WELCH, 2003). A
infusdo de antagonistas As-R ndo seletivos na vasculatura renal causa diurese e
natriurese, o que demonstra a importancia destes receptores na reabsorgéo de agua
e sodio (WELCH, 2002). Estes receptores exercem um papel importante na
nefrotoxicidade mediada pela ciclosporina (PREVOT et al., 2002).

Na maioria dos vasos sanguineos os receptores Azs-Rs e Az-Rs
promovem acentuada vasodilatagao (ALl et al, 1996), todavia evidencias obtidas nos
anos 60 sugerem que a vasculatura renal difere dos demais leitos vasculares e agao
da adenosina no rim seria potencialmente vasoconstrictora, em qualquer receptor
(HANSEM e SCHNERMANN, 2003).

Uma extensa revisdo bibliografica realiza por Hansen e Schnerman
(2003), concluiu que adicdo de adenosina exdgena, com elevagao da adenosina
plasmatica para valores acima dos limites normais, causa uma resposta
vasodilatadora renal mediada pela ativacdo dos receptores A,;-R na maioria da
vasculatura renal, incluindo artérias renais, arteriolas aferentes justaglomerulares,
arteriolas eferentes e vasos medulares. Mais do que uma acgao simples, estes efeitos
combinados somados a agcdo da adenosina no endotélio, com liberagdo de o6xido
nitrico (NO) e outros fatores de relaxamento endoteliais, s&o os responsaveis pelos
efeitos da adenosina exdégena. Em contraste, o segmento da arteriola aferente
presente no glomérulo responde a adenosina exdégena com vasoconstricgdo, agao

mediada pelos receptores A+-R.

Existem indicios que o PAF esteja associado com os efeitos toxicos do
TNF-a e IL-1 (SALLES et al., 1999). No rim o PAF causa vasoconstriccdo renal com
diminuicdo do fluxo sanguineo, redugcdo da taxa de filtragdo glomerular, excrecao
reduzida de sédio pela urina, com oliguria e retengao hidroeletrolitica. Como efeito
compensador pode atuar na liberagdo de prostaglandinas vasodilatadoras no rim
(DOUGLAS, 2000).
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Os principais peptideos vasodilatadores renais sao a Bradicinina (sistema
renal calicreina-cinina), o Peptidio Natriurético Atrial (ANP), Oxido Nitrico (NO),
Prostaglandinas (PGE; e PGl,) e Dopamina.

A bradicinina, importante mediador, foi descrita por trés farmacologistas
brasileiros, Gastdo Rosenfeld e Wilson Beraldo, liderados por Mauricio Rocha e
Silva, do Instituto de Biologia de Sdo Paulo, no ano de 1948. A atividade hipotensora
da bradicinina foi demonstrada no sangue de animais inoculados com o veneno da
serpente Bothrops jararaca, em estudos de toxicologia de veneno de serpentes
(Prado et al., 1950).

Em terminagdes nervosas sensiveis ela causa ativagcao das vias da dor,
sendo uma das causas da dor em qualquer processo inflamatério. Este efeito é
potenciado por determinadas prostaglandinas. Ha dois receptores, BK1 e BK,. O BKj
sO é expresso apds danos teciduais ou apds producado da citocina interleucina-1 e
tera papel principal na dor crénica. O BK; é expresso normalmente em algumas
células, como as do musculo liso, sendo responsavel por esse efeito. A sua acédo nos
vasos € devido, em parte, a produgdo de prostaglandinas e Oxido nitrico (NO)
(MARGOLIUIS, 1995).

Os estudos iniciais da acao renal das cininas, realizados por Webster et
al.(1964) e Gill et al. (1965) demonstravam que a infusdo aguda de doses
farmacologicamente ativas de cininas induzia um importante efeito de vasodilatagao
renal, com aumento do fluxo sanguineo renal e aumento da excregcdo de sodio e
agua, o que sugere que as cininas sejam capazes de regular o fluxo sanguineo renal.

A administracdo crénica de bradicinina na artéria renal mostrou que,
embora a vasodilatagdo renal permanega, o aumento na excregdo de sédio e agua
nao se mantém ao longo do tempo (GRANGER e HALL, 1985). A bradicinina tem um
potente efeito relaxante na arteriola glomerular, promovendo vasodilatagéo tanto na
arteriola aferente como na eferente, sendo esta ultima de uma maneira dose-
dependente (GRACIANO e NORONHA, 2003).

O Peptideo Natriurético Atrial (ANP) é um potente hormdénio natriurético
produzido principalmente pelos midocitos do atrio cardiaco em resposta a distensao

local da parede atrial. O ANP age principalmente nos rins, na vasculatura e nas
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glandulas supra-renais através de receptores especificos. Os principais efeitos do
ANP sao a inibicdo do transporte de sédio, supressao da liberagcdo de renina e
aldosterona e vasodilatacdo. Desta forma leva a diurese, natriurese e diminuicdo da
pressao arterial (BRENNER et al., 1990; COGAN, 1990; GRACIANO e NORONHA,
2003).

O oOxido nitrico promove vasodilatagdo renal, com diminuicdo da
resisténcia vascular renal e aumento da filtragdo glomerular, assim como as
prostaglandinas PGE; e PGl,. A dopamina produz um efeito vasodilatador que eleva
o fluxo renal de sangue sem elevar filtracdo glomerular, pois promove a redugao da
resisténcia das arteriolas aferentes e eferentes (GRACIANO e NORONHA, 2003).

1.5 Toxinologia Renal

Diversas toxinas podem apresentar atividade nefrotdéxica de forma
variavel. Pirotzky et al. (1984) em estudo no modelo de rim isolado demonstraram
que o rim seria capaz de produzir diversas substancias, como histamina, serotonina
e indiretamente, fator de agregacéao plaquetaria (PAF).

O estudo da toxicidade renal em perfusao de rim isolado tem despertado
grande interesse na linha de pesquisa em venenos ofidicos, haja visto a capacidade
destes venenos de provocar insuficiéncia renal. Em estudo in vivo, Koscinczuk et al.
(2004) avaliaram a agao do veneno da serpente Bohrops neuwiedii iporus em ratos,
de onde observou-se que a inje¢cdo intramuscular deste veneno provocou
insuficiéncia renal aguda, acompanhada por lesbes degenerativas do epitélio tubular

renal.

Diversas alteragbes renais ja foram descritas como decorréncia do
envenenamento ofidico. Entre elas podemos citar glomerulonefrite (Seedat et
al.,1974), glomerulite e nefrite intersticial (Sant e Pundare, 1972), arterite e necrose
tubular (Sitprija e Boonpucknavig, 1979), necrose cortical (Varagunam e Penabokke,

1970) e insuficiéncia renal (Raab e Kaiser, 1966). De todos, o mais relatado tem sido
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a insuficiéncia renal. Ainda foram descritos a ocorréncia de hematuria, mioglobinuria,
hemoglobinuria e proteinuria (Sitprija e Boonpucknavig, 1979).

A insuficiéncia renal aguda (IRA) descrita por varios autores (Ribeiro, et
al.,1998; Silva et al., 1979; Amorim et al., 1969; € a causa principal de mortes nos
acidentes ofidicos mesmo apds o tratamento com soro antiofidico, que melhora o
estado geral do paciente, mas n&o previne o surgimento da IRA (Amaral et al., 1986,
Sitprija e Chaiyabut, 1999). Apesar dos avangos significativos ocorridos no
entendimento da patogénese da IRA nefrotéxica e da IRA isquémica, nos ultimos 50
anos, ocorreram poucas mudangas em termos de mortalidade (Schrier et al., 2004).

Martins et al. (1998) mostraram que as alteragdes renais induzidas pelo
veneno de Crotalus durissus cascavella eram resultantes do efeito direto deste sobre
o rim isolado de rato, e que a dexametasona era capaz de bloquear todas as
alteracdes renais induzidas nesse modelo. Monteiro et al. (2001), em estudo sobre
os efeitos renais do veneno de Crotalus durissus terrificus, observaram que este
produziu um aumento no ritmo de filtragcao glomerular e no fluxo urinario, mas de
forma contraria ao ocorrido com o veneno de Crotalus durissus cascavella, produziu
um decréscimo na pressao de perfusdo (Martins et al., 1998; Monteiro et al., 2001).

Diversas PLA2s extraidas de venenos de serpentes tém demonstrado
potencial em provocar lesao renal em perfusao de rim isolado, em particular aquelas
extraidas de serpentes do género Bothrops, como a PLA2 extraida do veneno de
Bothrops jararacussu, que apresenta importante capacidade de induzir alteragdes em
parametros renais como pressdo de perfusdo, resisténcia vascular renal, fluxo
urinario e ritmo de filtragdo glomerular, apresentando ainda importante diminuicao
dos transportes renais de sédio e potassio, estes efeitos parecem ser bloqueados em
parte pela adicdo de indometacina, o que reforca a possivel acao direta, em
proteinas especificas, da PLA2 (Barbosa et al., 2005). Efeitos semelhantes foram
obtidos com a PLA2 extraida do veneno de B. insularis, cuja acdo assemelhou-se
aquela observada no veneno de B. Jararacussu, exceto pelo fato da B. insularis ndo
afetar o transporte de potassio (Braga et al., 2007).

Em perfusdo de rim isolado o estudo da toxicidade renal tem avangado

com o estudo destes efeitos em diferentes espécies, como os venenos das serpentes
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brasileiras Bothrops jararacaca (MONTEIRO E FONTELES, 1999), Bothrops
jararacussu (HAVT et al., 2001), Bothrops moojeni (BARBOSA et al., 2002), Crotalus
durissus terrificus (MONTEIRO et al., 2001), Crotalus durissus cascavella (MARTINS
et al., 1998, MARTINS et al., 2002), Crotalus durissus collilineatus (AMORA et al.,
2006). Toxinas de algas (microcystina-LR) (NOBRE et al., 1999 e NOBRE et al.,
2002), peixes (Thalassophrryne nattereri; FACO et al., 2005), lectinas vegetais
(TEIXEIRA, 2001) e veneno escorpibnico (Tityus serrulatus; ALVES et al., 2005).

No filo Cnidaria observou-se que administragao intravenosa do veneno da
anémona marinha Phyllodiscus semoni induziu nefrotoxicidade em 24 horas com
ativacao do sistema complemento. Os efeitos observados foram lesdo no endotélio
dos capilares glomerulares, formacao de trombo, mesangiolise, ruptura parcial da
membrana basal glomerular, acompanhada por severa necrose tubular aguda
(MIZUNO et al., 2000). Biopsia renal revelou necrose tubular aguda nos rins de
pacientes acidentados com anémona marinha (MIZUNO et.al., 2007) e agua-viva
(DEEKAJORNDECH et al., 2004), cujos principais efeitos foram hemoglobinuria, com

subsequente insuficiéncia renal aguda.
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2. JUSTIFICATIVA

As anémonas marinhas apresentam como caracteristica principal a
presengca dos cnidoblastos, que ejetam substéncias urticantes com acgdes
neurotoxicas, cardiotdxicas e de citolisinas (OLIVEIRA et. al., 2006a).

Os acidentes com anémonas marinhas nao constituem um grave
problema de saude publica (FREITAS et al, 2005). Todavia desde os anos 60, apés
os estudos que evidenciaram a presenca de prostaglandinas em corais do Caribe,
ficou evidenciado o potencial destes organismos como produtores de compostos de
interesse biologico e farmacoldgico, o que despertou o interesse da comunidade
cientifica (WEINHEIMER; SPRAGGINS, 1969; CORREIA et al., 2002).

A anémona marinha Bunodosoma caissarum é endémica no litoral
brasileiro. Produz uma variedade de componentes biologicos, cuja maioria ainda n&o
foi estudada. Dentre os componentes estudados ja se evidenciou efeitos como agéo
em canais de sodio e potassio dependentes de voltagem (MALPEZZI et al., 1991;
OLIVEIRA et al., 2004), agdao em receptores NMDA (GONDRAN et al., 2002),
antagonismo de adenosina (MALPEZZI et.al, 1993; FREITAS E SAWAYA, 1990),
citolitico (UECHI et al., 2005) e caracterizagao de um componente PLA, (ANDERLUH
e MACEK, 2002; NEVALAINEN et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2006a).

Alguns estudos tém relatado casos de envenenamento de Cnidarios cujas
vitimas desenvolveram insuficiéncia renal aguda (MIZUNO et.al.,, 2007;
DEEKAJORNDECH et al., 2004), todavia o estudo da agdo renal dos componentes
presentes na anémona marinha B. caissarum ainda sdo escassos, revelando a

necesidade de estudos sobre o impacto renal desta espécie de Cnidarios.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar os efeitos vasculares e renais do extrato bruto de Bunodosoma

caissarum e sua fragao Fosfolipase A,.

3.2 Especificos:

v' Estudar os efeitos induzidos pelo extrato bruto de Bunodosoma caissarum e

sua fracdo de PLA; em rim isolado de rato;

v Investigar a participagdo da cicloxigenase e da endotelina nos efeitos
bioldgicos produzidos pelo extrato bruto de B. caissarum e sua fragdo de

PLA, em rim isolado de rato;

v Estudar os efeitos promovidos pelo extrato bruto de Bunodosoma caissarum e

sua fracdo de PLA; em leito vascular mesentérico;

v' Estudar a agdo da fracdo PLA; do extrato bruto de Bunodosoma caissarum na
regulacao da expressdo dos nRNA dos receptores de renina, adenosina (A1
e A2a), TNF-a e IL-1.
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4. MATERIAIS E METODOS

41 DROGAS E REAGENTES

O extrato bruto e a fragao de fosfolipase A, (PLA;) da anémona marinha
Bunodosoma caissarum foram gentilmente cedidos pelo professor Marcus H.
Toyama, da Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Campus Litotal Paulista, para

realizagao dos ensaios biologicos.

Indometacina foi obtido pela Sigma Chemical (MO-USA) e foi diluida em
bicarbonato de sodio a 5%. Fenilefrina foi obtida de Sigma (Louis, MO) e diluida na
solugcédo de perfusdo antes do experimento. Tezosentan foi generosamente cedida

pela Actelion Pharmaceuticals (Basel, Switzerland).

4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Ratos Wistar machos pesando entre 250 e 300g, obtidos do Biotério
Central do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do
Ceara. Os animais foram mantidos em jejum por 12 horas antes do experimento com
agua “ad libitum” para a realizagdo dos experimentos com o rim isolado. Os animais
utilizados nos experimentos com leito vascular isolado ndo foram submetidos a

jejum.

4.3 PURIFICAQAO E CARACTERIZA(;AO BIOQUIMICA DO
EXTRATO BRUTO DE Bunodosoma caissarum E SUA
FRAQAO PLA,
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Foram coletadas 60 espéimes de B. caissarum (cada uma com
aproximadamente 13 gramas) em periodos de maré baixa de rochas nas margens do
canal de Sao Vicente, na costa sudeste do estado de S&o Paulo- SP. Os animais
foram transportados e mantidos em aquario por 72 horas, para eliminagcdo de
qualquer conteudo das suas cavidades gastrovasculares. Os tentaculos foram
removidos e imediatamente colocados em solugdo aquosa de 0,1%TAF. Os
tentaculos foram submetidos a trés ciclos de congelamento e descongelamento.
Apos o ultimo ciclo a solugao foi centrifugada a 20.000xg a 4°C. O sobrenadante foi
removido e filtrado através de um filtro de 0,45 micrometros, seguido de outra
filtragcdo em filtro de 0,22 micrometros. A proteina do extrato bruto foi obtida por
precipitacado acida, usando acido tricloroacético a 10% em solugdo. A precipitagao
acida ocorreu a 4°C e solugéo resultante foi centrifugada a 4000xg por 120 minutos a
4°C. O pellet final foi dissolvido completamente com agua liofilizado, sendo guardado

para posterior analise.

4.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Pressao (HPLC) em Fase
Reversa

Amostras liofilizadas provenientes da etapa de exclusao molecular em gel
Sephadex G75 foram purificadas em colunas m-Bondapack C18 de fase reversa
analitica (0,39 cm x 30 cm) (Waters Corp.). Inicialmente, cada amostra liofilizada foi
dissolvida com 0,1 mL de bicarbonato de aménio (0,4 M) até a sua completa
dissolucdo e posteriormente sonicadas, obtendo-se um extrato bruto que foi
acrescido com igual volume de acido trifluoroacético (TFA 0,1%). Cada amostra foi
entdo novamente homogeneizada em um agitador e centrifugada a 10.000 rpm por 1
minuto e o sobrenadante foi aplicado na coluna. A coluna de fase reversa analitica
foi equilibrada com tampao A (TFA 0,1%; 1mL de acido trifluoroacético em 999 mL
de agua) e as amostras eluidas com um gradiente linear do tamp&o B (0,035 % TFA,
66% acetonitrila). A amostra foi eluida com um fluxo constante de 1,0 mL/min e a
absorbancia medida em 280nm. O sistema usado foi HPLC — PDA 991 (Waters),
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equipado com duas bombas Waters modelo 510/B, um detector PDA 991 e um

injetor automatico de amostras U6K com um “loop” de 2,0 mL.

4.3.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condigoes
desnaturantes (PAGE-SDS)

A eletroforese em PAGE-SDS foi realizada de acordo com o método
descrito por Schagger e Von Jagow (1987), e utilizada para estimar a massa

molecular das proteinas e verificar o grau de pureza do material fracionado.

As placas de poliacrilamida foram feitas de modo descontinuo,
apresentando um gel de concentragao de 5% e um gel de corrida de 10%. A solugao
de poliacrilamida usada para preparagdo do gel de concentragdo foi acrilamida e
bisacrilamida (40%T, 3%C) e para o preparo do gel de corrida foi feita uma solugao

de acrilamida e bisacrilamida (40%T, 6%C).

O gel de concentracao e o gel de corrida foram preparados com tampéao
Tris-HCI (pH 8,45) na presenca de SDS (dodecil sulfato de sodio) a 1% em solugéo.
A corrida eletroforética foi realizada usando dois tipos de tampdes: o anodico (Tris-
HCI; 0,2 M; pH 8,9) e o catddico (Tris-HCI, 0,16 M, pH 8,9 com 0,01% de tricina). A
eletroforese PAGE-SDS foi realizada em um sistema duplo de mini placas SE 250

Mighty Small Il (Hoefer Scientific Instruments).

As amostras e os marcadores de peso molecular padrdo foram
dissolvidos em tampao de amostra (Tris-HCI; 0,075 M; pH 6,8; 10% de glicerol; 4%
de SDS; 0,001% de azul de bromofenol). A corrida eletroforética foi realizada a 25
mA e os géis foram posteriormente corados com solugao de Coomassie brilliant blue
(0,05%) a 37°C e o excesso de corante removido com acido acético 7%, permitindo a

visualizagao das bandas protéicas.
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4.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.4.1 PERFUSAO DE RIM ISOLADO

4.4.1.1 Sistema utilizado

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da fungéo
renal levou inumeros pesquisadores a desenvolverem a técnica de perfusao de rim
isolado. O nosso sistema consiste na perfusdao de rim isolado com recirculagao
(Fonteles et al., 1983) com dois subsistemas, um in situ e outro em circuito fechado,
para perfusao in vitro, mantidos ambos a mesma temperatura de 37 °C. Este sistema
apresenta a vantagem da manutengdo constante de parametros funcionais renais
com utilizacdo de albumina na solugcdo perfusora, em menor volume, mantendo
constante as substancias dialisaveis com oxigenacado adaptada ao proprio sistema
(Figura 3).
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Figura 3: Desenho esquematico do sistema de perfusao de rim isolado
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44.1.2 Calibragao do sistema

O sistema foi calibrado sempre antes do inicio dos experimentos. Foi
avaliado em cada uma das bombas a pressao de perfusdo (PP) em mmHg, o fluxo
urinario (L/h) e o volume de urina coletado em um minuto (mL/min). Os resultados

estdo demonstrados nas figuras 4, 5 e 6, abaixo.
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Figura 4. Valores registrados de presséo de perfusédo (PP) durante a calibragao do

sistema (n = 6)
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Figura 5. Valores registrados pelo Fluxdmetro (L/h) durante a calibragdo do sistema
(n=6)

60 -
50 -
40 -
30

20

Volume urinario (mL/min)

10 4

Bomba

Figura 6. Valores registrados de volume urinario (mL/min) durante a calibragéo do

sistema (n = 6)
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4413 Solugéo perfusora

A solugdo perfusora utilizada foi Krebs-Henseleit, contendo albumina a
69% dialisada por 48 horas antes do experimento para retirar varias substancias

contaminantes como citrato, piruvato, lactato (Hanson e Ballard, 1968).

4414 Técnica cirargica

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sdédico na dose de
50mg/Kg de peso corporal. Inicialmente a veia femoral foi isolada e o manitol (100

mg) administrado, a fim de facilitar a canulagéo posterior do ureter.

ApOs assepsia da parede abdominal, procedeu-se uma incisdo mediana e
duas incisbes perpendiculares a linha alba, para uma melhor observacdo das
estruturas anatdmicas. Rebateram-se as visceras abdominais para o lado esquerdo,

a fim de facilitar a visualizagdo do rim direito e estruturas circunvizinhas (figura 7).
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Figura 7. Procedimento cirurgico para perfusdo de rim isolado. A: isolamento da
artéria femoral para injegdo de manitol; B: isolamento e fixagdo da canula ao ureter;

C: isolamento das artérias mesentérica e renal; D: canula fixada a artéria renal.

Com uma lupa (7X) a artéria mesentérica superior foi identificada e
dissecada, bem como o ureter e a glandula supra-renal. O rim direito foi
descapsulado e a glandula supra-renal isolada. Injetou-se mais 100 mg de manitol e
50 unidades de heparina pela veia femoral. A canula arterial renal foi introduzida na

artéria mesentérica superior até a artéria renal, onde foi feita a fixagcao da canula.

No inicio do procedimento cirurgico uma parte da solugdo (40 mL) foi
desviada para o sistema de perfusédo in situ, ja oxigenada para perfundir o rim ainda
in vivo evitando qualquer isquemia ao orgao. Finalmente o rim foi transportado para o

sistema de perfusdo in vitro, sem interrupgao do fluxo.
4415 Protocolo experimental

Os experimentos foram iniciados apdés a estabilizacdo e adaptagdo do
orgao as novas condigdes. Os 30 min iniciais foram utilizados como controle interno.

A cada cinco minutos foram registrados a pressao de perfusao e o fluxo de perfusao



59

em mandmetro e fluxdmetro, respectivamente, em um periodo total de 120 min. As
amostras de urina e perfusato foram coletadas a cada dez minutos e depois
congeladas a —20 °C para posterior dosagem de sddio, potassio, cloro, inulina e

osmolaridade, importantes na determinagao dos parametros de fungao renal.

O bloqueio com Tezosentan (3ug/mL) e Indometacina (10ug/mL ) ocorreu
no inicio do experimento (tempo = 0) e apds 30 min (tempo = 30) adicionou-se o
extrato bruto ou a fragdo de PLA; de Bunodosoma caissarum, num tempo total de

120 minutos.

Os grupos controles com Tezosentan (3ug/mL) e Indometacina (10ug/mL)
seguiram o protocolo do extrato bruto e PLA; isolados, ou seja, foram adicionados 30
minutos apos o inicio do experimento de 120 min., dos quais os 30 primeiros minutos

foram controle interno.

441.6 Grupos Experimentais

Em cada grupo descrito a seguir foram utilizados 6 animais em jejum de

12 horas.

o Grupo Controle

. Extrato Bruto

- Extrato bruto de B. caissarum na concentragao de 1ug/mL
- Extrato bruto de B. caissarum na concentragao de 3ug/mL
- Extrato bruto de B. caissarum na concentragdo de 10ug/mL
. Fosfolipase A,

- PLA, na concentragao de 0,1ug/mL
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- PLA; na concentragao de 0,3ug/mL

- PLA2 na concentragdo de 1ug/mL

° Tezosentan e Indometacina
- Tezosentan (TZN) na concentracéo de 3 ug/mL

- Indometacina (IND) na concentragéo de 10 pg/mL

o Blogueios com TZN e IND

- Extrato bruto de B. caissarum na concentragdo de 3ug/mL + TZN na concentragéo

de 3 pg/mL

- Extrato bruto de B. caissarum na concentragao de 3ug/mL + IND na concentragao
de 10 pg/mL

- PLA2 na concentragao de 0,1ug/mL + IND na concentragao de 10 ug/mL
- PLA; na concentracao de 0,3ug/mL + IND na concentragdo de 10 ug/mL
- PLA; na concentragao de 1ug/mL + IND na concentragao de 10 ug/mL

- PLA; na concentracao de 0,3ug/mL + TZN na concentragédo de 3 pg/mL

- PLA, na concentragao de 0,1ug/mL + TZN na concentragdo de 3 pg/mL

4.4.1.7 Analises bioquimicas

Em amostras de urina e perfusato foram realizadas dosagens de sodio e

potassio pelo método de fotometria de chama (Flame photometer - modelo 443 IL).
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As dosagens de cloro foram realizadas seguindo o método descrito pelo kit do
fabricante Labtest. A inulina do perfusato e urina foi determinada por hidrdlise direta,
conforme Walson et al. (1955) e Fonteles et al. (1983), com modificagbes que
reduziram as quantidades de amostras e reagentes utilizados. A osmolaridade das
amostras de urina e perfusato foi medida utilizando um osmémetro (Vapor pressure
osmometer -modelo 5100c WESCOR). Todos os testes bioquimicos foram realizados

no Laboratério de bioquimica do Instituto de Biomedicina — IBIMED - UFC.

4.4.1.8 Calculos de parametros funcionais renais

As seguintes formulas foram utilizadas para determinacdo de parametros

funcionais renais (Pitts, 1975).

1. FU (mL.g™". min™) = Fluxo urinario
FU = (Peso do volume urinario / Peso do rim esquerdo) x 10 (admitiu-se
que a urina possui a mesma densidade da agua)

\2. PP (mmHg) = Pressao de perfusao. Leitura em mandémetro

3. RFG (mL.g".min™") = Ritmo de filtragdo glomerular
RFG = (DOU in / DOP in x FU) sendo DOU in = densidade dtica da inulina
na urina e DOP in = densidade o6tica da inulina no perfusato

4. FPR (mL.g”".min™) = Fluxo de perfusio renal (registrado a cada 10 min/peso do
rim/intervalo de tempo)

5. RVR (mmHg/mL.g-".min"") = Resisténcia vascular renal
RVR = PP (mmHg) / FPR

6. FNa*= (uEq.g™. min™) = Sédio filtrado
FNa®= RFG x PNa* (PNa" = Concentragéo de sddio no perfusato)

7. ENa*= (uEq.g™. min™) = Sédio excretado
ENa® = FU x UNa® (UNa® = Concentragdo de sodio na urina)
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8. TNa*= (uEq.g™. min™") = Sédio transportado
TNa®=FNa"- ENa*

9. %TNa" = Percentual de sédio transportado
%TNa" = TNa*x 100 / FNa"

10.Cosm (mL.g™".min") = Clearance osmético
[Uosm / Posm] x FU (onde Uosm = Osmolaridade urinaria e Posm =
Osmolaridade do perfusato)

11. FK* (uEq.g™". min™) = Potassio filtrado
FK® = RFG x PK" (PK" = concentragéo de potassio no perfusato)

12. EK* (uEq.g™. min™) = Potassio excretado
EK" = FU x UK" (UK" = Concentragéo de potassio na urina)

13. TK* (uEq.g™". min™") = Potassio transportado
TK" =FK" x EK*

14. %TK* (uEq.g™". min™) = Percentual de potassio transportado
%TK" = TK" x 100 / FK*

15. TCI - (uEq.g™. min™) = Cloro transportado
TClI™ =FCI~ xECI™

16. % TCI ~ (uEq.g™". min™') = Percentual de cloro transportado
% TCI"=TClI x100/F TCI ™

4.5 PERFUSAO DE LEITO VASCULAR MESENTERICO

A perfusao seguiu a descrigdo de Mcgregor (1965). Ratos Wistar machos,
pesando entre 280-350g foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/Kg).
Depois de aberto o abdomen, a artéria mesentérica superior foi isolada e canulada
com uma canula de polietileno (PE20). O intestino foi separado do leito mesentérico

com o ligamento do leito nas extremidades intestinais (duodeno e ceco). O
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mesentério foi perfundido em sistema aberto (figura 8) com solugao de krebs
contendo: 114.0mM de NaCl; 4.96mM de KCI; 1.24mM de KH;PO4 0.5mM de
MgS0O4.7H20; 24.99mM de NaHCOs3;; 2.10mM de CaCl,.2H,0; e 3.60mM de glicose.
A solucao foi mantida a 37°C e o leito foi perfundido a um fluxo constante (4 mL/min),
enquanto a variagao da pressao foi mensurada pela média das pressodes de perfusao
através de um transdutor (Statham P23, Gould, Oxnard, CA, USA) conectado ao
sistema. As variagdes na pressao de perfusado foram continuamente grafadas por um
fisiografo quatro-canais (Narco BioSystems, Houston, TX, USA). Com isso,
analisamos o efeito vascular do extrato bruto de B. caissarum (10ug/mL/min.; n = 6),

infundido a uma taxa constante de 0.1 mL/min, comparado com a infusdo do veiculo

sozinho.
Solugio de
m Manometro Krebs oxigenada
Condensador 37"

Registro f— JH I—‘: it

. - "I"I‘:u-i}
fisiografico [—— = Bomba

Filtro perfusora

Adaptador p! infusdo dos
VENENos

Leita vascular

Figura 8. Desenho esquematico do sistema de perfuséo de leito vascular

mesentérico.
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4.6 BIOLOGIA MOLECULAR

As sequéncias dos RNA mensageiros dos genes dos receptores 1, 22, 2B
e 3 da adenosina, assim como dos genes da renina, TNF-a e IL1p em Rattus
norvegicus foram obtidos no sitio eletrdnico do National Center for Biotechnology

Information (NCBI) http://www.ncbi.nim.nih.gov/. Para o desenho dos primers foi

utlizado o Oligo Perfect™ Designer disponivel no sitio eletrdnico
http://www.invitrogen.com/content.cfm? pageid=9716 .
4.6.1 Isolamento de RNA total

O RNA total dos rins controle (perfundidos com solugéo de e perfundidos
com PLA, foram isolados utilizando o reagente Trizol (Invitrogen) seguindo o
protocolo descrito pelo fabricante. As amostras em questdo foram trituradas e
homogeneizadas com 1mL do reagente Trizol para cada 50-100 mg de tecido e, em
seguida, centrifugado. O sobrenadante foi coletado e a este adicionou-se 0,2mL de
cloroférmio para cada 1mL de Trizol utilizado, realizando assim a fase de separacgéao.
Essa mistura foi novamente centrifugada e o sobrenadante coletado. Em seguida
iniciou-se a fase de precipitagdo e lavagem, usando alcool isopropilico e etanol
(75%), respectivamente. Cada um destes procedimentos foi seguido por
centrifugagdo da amostra. O procedimento de lavagem foi executado duas vezes.
Finalmente, o precipitado foi resuspenso em agua tratada com dietil pirocarbonato
(DEPC) preparada em tampao de Tris-HCI e EDTA (DEPC-TE). A quantidade e
qualidade do RNA total isolado foram avaliadas por espectrofotdmetro, baseado na

razao da absorcdo a 260 nm e a 280 nm.
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4.6.2 Isolamento de RNA e reagao de RT-PCR

O RNA dos rins perfundidos com a solugao de Krebs Henseleit (controle)
ou com a fosfolipase A2 de B. caissarum. Foram extraidos seguindo o método
descrito pelo fabricante do reagente Trizol (Invitrogen). Resumidamente, fragmentos
de 8 rins perfundidos na presenga ou auséncia (50 a 100 mg) da substancia teste
foram triturados e homogeneizados no reagente Trizol e centrifugados. Os
sobrenadantes foram coletados e adicionados aos mesmos 0,2 mL de cloroférmio
para cada 1mL de Trizol. Esta mistura foi centrifugada e apds a separagao das fases
coletamos a fase superior, onde encontramos o RNA. Aos sobrenadantes
adicionamos 500 uL de isopropanol (Merck) para a precipitagdo do RNA. Seguido ao
processo de precipitagdo, o RNA foi lavado com etanol 75%, centrifugado e, entao,
solubilizado em agua miliQ autoclavada. A quantidade e qualidade do RNA extraido
foram analisadas espectrofotometricamente utilizando as leituras em 260 e a razao
260/280, respectivamente. A quantidade de 2 ug de RNA foi transcrito em DNA
complementar (cDNA) a partir do método descrito pelo fabricante do kit
‘RETROscriptR Reverse transcription for RT-PCR” (Ambion). O cDNA sintetizado foi
usado numa reacgdo de polimerase em cadeia (PCR) para a amplificagdo do genes

acima descritos. A reacédo de PCR consistiu da seguinte mistura:

o 1x tampéao de PCR (10X)

e 1,5mM de MgCI2 (50mM)

o 0,2 mM de deoxinucleotideos (10mM cada)

o 0,2 uM primer senso (2uM)

. 0,2 uM primer antisenso (2uM)

e 1 ulLdecDNA

o 0,025 U/uL de Taq DNA polimerase (Invitrogen)

o Agua miliQ autoclavada para completar volume final de 10 pL
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A reacdo seguiu para o termociclador que foi iniciada com uma
temperatura de desnaturagdo de 95°C por 5 minutos. Em seguida, foi realizado 40
ciclos de amplificagdo com uma temperatura de 95°C por 30 segundos, uma fase de
anelamento por 30 segundos e temperaturas de 59°C para os primers dos receptores
de adenosina (1, 22, 2B e 3), renina e 18S RNAr; e 53°C para os primers de IL-18 e
TNFo. Em seguida foi programado uma extensao dos produtos por 1 minutos a 72°C.

Ao término destes 40 ciclos foi executado uma extensao final por 10 minutos a 72°C.

4.6.3 Primers Utilizados

Quadro 1. Sequéncia de bases nitrogenadas presentes nos primers utilizados.

PRIMER SEQUENCIA
RMRenin-F AGG ATG CCTCTC TGG GCA CT
RMRenin-R CGA GGG CATTTT CTT GAG CA

RAdenosine1R-F CTG CCC TGT CCT CAT CCT CA
RAdenosine1R-R TTC CAG CCA AAC ATG GGT GT
RAdenosine2AR-F GGT CCT CAC GCAGAGTTCCA
RAdenosine2AR-R CAGTTG TTC CAG CCC AGC AT
RAdenosine2BR-F TGC TGG TGC TCA CAC AGA GC
RAdenosine2BR-R TCATCG CTGTCC TCT GGG TC
Radenosine3R-F GAA CCG CAC TCT GAG GAC CA
Radenosine3R-R TCATGTCCTTGC TGGCCATT
RTNF alfa RM-S CAG ACCCTC ACACTCAGATC
RTNF alfa RM-S TGT CCC TTG AAG AGAACC TG
RIL-1 beta RM-S GCT CTC CAC CTC AAT GGA CAG
RIL-1 beta RM-S ACT CTC CAG CTC CAG GGT
18s rRNA RM-S ACA TCC AAG GAA GGC AGC AG
18s rRNA RM-S GCT GGAATTACCGCGGCTG
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4.6.4 Eletroforese em gel de agarose

Ao término da reacdo de PCR, o DNA amplificado, relacionado a
especificidade dos primers utilizados em cada estudo, foi analisado através da
técnica de eletroforese em gel de agarose. A agarose € um polissacarideo que,
quando suspenso em uma solugéo (tampao de corrida) contendo Tris-acetato EDTA
(TBA) e aquecido, se dissolve completamente, solidificando-se vagarosamente
conforme a queda da temperatura. A técnica de eletroforese em gel de agarose se
vale do principio no qual a carga global de uma fita de DNA é negativa. Portanto,
uma solugdo que possua ions livres (eletrolitica) e que tenha moléculas de DNA em
suspensdo pode ser purificada aplicando-se uma dada voltagem. Ao final do
processo as cadeias de DNA estardo préximas ao catodo (positivo), atraente de
moléculas de carga negativa. No entanto, o foco da técnica é separar os fragmentos
por tamanho, uma vez que a reagao de PCR gera fragmentos de mesma extensao. A
distancia que o fragmento percorreu a partir do ponto de aplicagdo € comparada com
a distancia que outros fragmentos de marcadores moleculares de tamanhos
conhecidos percorreram no mesmo gel. A amostra de DNA amplificado da reacgao de
PCR foi preparada para ser aplicada nos pogos do gel de agarose com a adigdo de
um tampdo de amostra que contera geralmente os corantes azul de bromofenol e
xileno-cianol e glicose, para aumentar a viscosidade do DNA amplificado e impedir
que o mesmo flutue no tampao de corrida. Ao término das aplicagbes das amostras
nos pogos, foi aplicada uma voltagem de 200 volts entre as extremidades do gel e
uma corrente de 400 mA. A concentragcdo do gel de agarose dependera do tamanho
dos fragmentos a serem visualizados. Quanto menor o tamanho dos produtos de
PCR maior concentracéo devera ter o gel, variando em torno de 0,5 a 2,0%.

A visualizagédo dos produtos no gel apds a corrida ocorreu pela reagéo
de ligacdo do DNA com Brometo de Etidio (EtBr). Este composto tem a capacidade
de inserir-se nas fendas da cadeia de DNA e apresenta fluorescéncia quando
excitado com radiagdo ultravioleta. Ao géis foram imergidos em uma solugao

contendo 10ug/mL de EtBr e descansaram por alguns minutos.
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Os géis foram fotodocumentados pelo equipamento ChemiDoc XS (Bio-
Rad) e a intesidade da bandas dos genes foi analisada através do método da
quantificagao relativa utilizando o gene de referéncia da cadeia 18S do RNA

ribossbmico.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram mostrados como média + erro padrdo dos seis
experimentos em cada grupo. Diferengcas entre os grupos foram comparadas
utilizado teste t de Student ou Anadlise de Variancia (ANC

Bonferroni com significancia de 5%.
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RESULTADOS
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5. RESULTADOS

A eletroforese 2D do extrato bruto de B. caissarum encontra-se
representada na figura 9 e a representagao dos pesos moleculares dos componentes
deste extrato encontram-se representados na figura 10b.

A figura 10 apresenta a distribuicdo em HPLC dos picos de PLA; (Figura
10a), assim como a estimativa da massa molecular e pureza das proteinas

fracionadas (Figura 10b) e sequenciamento da PLA2 (Figura 10c).
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Figura 9. Eletroforese 2D do extrato bruto da anémona marinha B. caissarum.
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Figura 10. Padrbées de Pureza, Massa molecular e sequenciamento da PLA; da

anémona marinha Bunodosoma caissarum. (a) HPLC em fase reversa. (b) Eletroforese em
gel de poliacrilamida. (c) Sequenciamento N-terminal da PLA2 de B. Caissarum, mostrando alta
homologia sequencial com PLA2 da Classe Il de .abelhas e Jelly Fish, incluindo a presenca dos
residuos de Cys (Cys 11 e Cys 32).
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5.1 Efeitos Bioldgicos do Extrato de Bunodosoma caissarum em perfusao de

rim isolado

Foram testadas trés diferentes concentragcdos do extrato bruto de B.
caissarum na perfusao de rim isolado, 1ug/mL, 3 ug/mL e 10 pyg/mL. A concentragao
maior (10 yg/mL) causou aumento da pressao de perfusdo aos 60 minutos, com
queda discreta aos 90 e 120 minutos (Figura 11). Na resisténcia vascular renal esta
concentragdo provocou elevagdo somente aos 60 minutos (Figura 13). O fluxo
urinario e o ritmo de filtragcdo glomerular elevaram-se nos tempos de 90 e 120
minutos (Figura 14 e 15).

A concentragdo intermediaria (3 pg/mL) alterou pressédo de perfusdo e
resisténcia vascular renal aos 60, 90 e 120 minutos (Figuras 11 e 13), com elevagao
do fluxo urinario aos 90 e 120 minutos (figura 15) e do ritmo de filtragdo glomerular
aos 120 minutos (figura 15).

A menor concentragao testada (1 pg/mL) elevou pressao de perfusédo e
resisténcia vascular renal somente aos 120 minutos (figuras 11 e 13), apresentando
diminui¢ao no ritmo de filtragdo glomerular aos 120 minutos (figura 15), sem afetar o
fluxo urinario (figura 14).

A rapida acdo do extrato bruto de B. caissarum foi observada
principalmente pela presenca de um pico de pressado de perfusdo 10 minutos apés
adicdo do extrato (figura 12), observado com maior intensidade para a maior
concentragao (10 ug/mL), com queda subsequente. A concentragdo intermediaria
(Bug/mL) foi a concentragdo que prolongou com maior eficacia o fenbmeno de
alteracao da presséao de perfusdo, com uma pequena queda deste parametro apés o
pico e nova elevagao pressorica aos 90 minutos, mantendo esta tendéncia até o final
dos experimentos. O pico pressorico revelou elevagao de pressao de perfusdo em
23,3% para a menor concentragdo (1ug/mL), 29,7% para a concentragao
intermediaria (3 pg/mL) e 41% para a maior concentragao (10 ug/mL), com relagao

ao controle externo aos 40 minutos (figura 12).
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Nao houve alteracbes nos transportes proximal e tubular de sédio em
nenhuma das concentracdos estudadas, exceto para o transporte tubular de sédio
quando comparado com controle externo nos tempos de 90 e 120 minutos para a
concentragao intermediaria (3 pg/mL) e aos 90 minutos para a concentragdo menor
(1Tpg/mL).

Semelhante ao sodio, ndo foram verificadas alteragées nos transportes
proximal e tubular de potassio, exceto no transporte tubular de potassio quando
comparado ao controle externo nos tempos de 60, 90 e 120 para a concentragao
maior (10 ug/mL) e aos 120 minutos para a concentragao menor (1 ug/mL).

Os transportes tubular e proximal de cloreto foram alterados pela
concentragao intermediaria (3ug/mL) aos 90 e 120 minutos. Quando comparadas ao
controle externo, as concentragdos de 3ug/mL (aos 90 e 120 minutos) e a
concentragao de 1 pg/mL (aos 120 minutos) alteraram o transporte tubular de cloreto
— Figura 16. O transporte proximal de cloreto foi também alterado pelas
concentragaos de 10 pyg/mL (aos 60 minutos) e 1 pg/mL (aos 60 e 120 minutos) —

Figura 17.
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Figura 11. Efeitos do extrato bruto da anémona marinha Bunodosoma caissarum
sobre a pressao de perfusdo em rim isolado de rato, nas concentragaos de 1ug/mL,

3ug/mL e 10ug/mL. Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada
pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagao
entre os diferentes tempos 60,90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com
controle externo na mesma faixa de tempo. bComparac_;éo com BcE 3ug/mL no tempo 120 minutos.

BcE = Extrato bruto de B. caissarum.
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Tempo

(min) Controle BcE 1pug/mL BcE 3ug/mL BcE 10pg/mL

10 106,62 + 0,74| 1064 + 27| 1034 + 12| 1094 + 0,6
20 105,95 + 1,89] 1052 + 27| 103,7 + 12| 1096 + 0,8
30 107,28 + 3,91] 106,7 + 31| 1059 + 14| 1089 + 13
40 105,95 + 4,49 | 1306 + 4,0°| 1374 + 7,17| 1494 =+ 83"
50 102,95 + 2,76 | 1156 + 3,3*| 1254 + 38%| 1341 =+ 6,0°
60 103,62 + 5,07| 1096 + 46| 1204 + 397| 1206 =+ 547
70 104,28 + 4,78] 1076 + 43| 1219 + 47%| 1214 + 517
80 104,62 + 507| 1106 + 43| 1244 + 45| 1211 + 46"
90 105,28 + 4,78| 1184 + 47°| 1319 + 53*| 1212 + 46"
100 107,28 + 3,91| 1224 + 54| 1394 + 58%| 1207 + 6,3"
110 107,62 + 3,34| 1222 + 48| 1412 + 6,1%| 1236 =+ 7,0°
120 107,95 + 3,63| 1222 + 47| 139,7 + 66"| 1251 + 78"

Figura 12. Pico de pressao de perfusdo provocado pelo extrato bruto de B.
caissarum em perfusdo de rim isolado nas concentragdaos de 1pg/mL, 3ug/mL e

10pg/mL. Os dados séo expressos em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. #Comparagéo com controle

externo na mesma faixa de tempo.
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Figura 13. Efeitos do extrato bruto da anémona marinha Bunodosoma caissarum
sobre a resisténcia vascular renal em rim isolado de rato, nas concentracdaos de

1ug/mL, 3ug/mL e 10ug/mL. Os dados s&o expressos em (média + E.P.M.). Analise estatistica
foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05.
*Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30).
#Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. bComparag:éo com BcE 3ug/mL no
tempo 120 minutos. BcE = Extrato bruto de B. caissarum.
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Figura 14. Efeitos do extrato bruto da anémona marinha Bunodosoma caissarum
sobre o fluxo urinario em rim isolado de rato, nas concentracdos de 1ug/mL, 3ug/mL

e 10ug/mL. Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo
teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparacao entre os
diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). *Comparagao com controle
externo na mesma faixa de tempo. *Comparagéo com BcE 1ug/mL nos tempos de 90 e 120 minutos.

BcE = Extrato bruto de B. caissarum.
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Figura 15. Efeitos do extrato bruto da anémona marinha Bunodosoma caissarum
sobre o ritmo de filtragdo glomerular em rim isolado de rato, nas concentragédos de

1ug/mL, 3ug/mL e 10ug/mL. Os dados s&o expressos em (média + E.P.M.). Analise estatistica
foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05.
*Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30).
#Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. *Comparagéo com BcE 1ug/mL nos

tempos de 90 e 120 minutos. BcE = Extrato bruto de B. caissarum.
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Figura 16. Efeitos do extrato bruto da anémona marinha Bunodosoma caissarum
sobre o transporte tubular de cloreto (%TCI) em rim isolado de rato, nas

concentragaos de 1ug/mL, 3ug/mL e 10ug/mL. Os dados sdo expressos em (média =
E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,
considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do
grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. BcE = Extrato bruto

de B. caissarum.
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Figura 17. Efeitos do extrato bruto da anémona marinha Bunodosoma caissarum
sobre o transporte proximal de cloreto (%pTCI) em rim isolado de rato, nas

concentragaos de 1ug/mL, 3ug/mL e 10ug/mL. Os dados sdo expressos em (média =+
E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,
considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do

grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. BcE = Extrato bruto
de B. caissarum.
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5.1.1 Excrecao renal dos eletrélitos sédio, potassio e cloreto pela

acao do extrato bruto de B. caissarum

A excrecao de sodio nao foi alterada pela concentracdo menor (1ug/mL).
Todavia a concentragéo intermediaria (3ug/mL ) promoveu alteragdo na excregao de
sédio ja aos 60 minutos, sendo mais evidente aos 90 e 120 minutos (Figura 18). A
maior concentragao estudada (10ug/mL) também aumentou a excregao de sodio aos
90 e 120 minutos, de forma menos expressiva do que a concentragao de 3ug/mL.

Foi observado que a concentracdo intermediaria foi a concentracdo que
exerceu principal acdo no transporte e excrecao de sédio. Observou-se que esta
concentragdo aumentou a excregcao de sodio sem diminuir o transporte tubular
proximal deste eletrdlito. O efeito biolégico observado provavelmente sofreu
influéncia da diminui¢ao do transporte tubular distal do sédio filtrado (Tabela 1).

A excrecdo de potassio (figura 19) foi discretamente diminuida pela
concentragdo menor (1uyg/mL) aos 90 minutos. A concentragdo intermediaria
(3ug/mL) promoveu elevagdo da excrecao de potassio ja aos 60 minutos e esta
elevacao permaneceu significativa nos tempos 90 e 120 minutos. A concentragao
maior (1ug/mL) também elevou de maneira significativa a excregado de potassio aos
60, 90 e 120 minutos, todavia esta concentracdo n&o elevou a excregcao de potassio
aos 120 minutos com a mesma eficiéncia da concentragao intermediaria.

Semelhante ao que foi observado para a excrecdo de sddio, ocorreu
também com o potassio, em que a concentracdo intermediaria (3ug/mL) foi a
principal concentracdo a promover a excrecido de potassio sem alterar o transporte
tubular proximal deste ion. Conforme a tabela 2, pode-se observar que a diminuicéo
no transporte tubular distal do potassio filtrado pode ser um fator importante na
mediacao deste efeito.

A concentragdo menor (1ug/mL) ndo provocou alteragao no transporte de
cloreto (figura 20), que foi alterado pela concentragédo intermediaria (3ug/mL) e pela
concentragdao maior (10ug/mL) nos tempos de 90 e 120 minutos. Semelhante ao que

aconteceu com os transportes de sodio e potassio observou-se com o cloreto na
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concentragao de (3ug/mL), em que houve reducgao significativa do transporte distal
do cloreto filtrado (Tabela 3).

A concentragdo menor (1ug/mL) ndo se mostrou importante com relagéo a
excregao de eletrélitos, pois ndo apresentou alteragdes significativas com relagao a
excrecao destes ions, assim como nao alterou de forma significativa os transportes
tubular proximal e distal dos eletrdlitos sédio, potassio e cloreto, ndo interferindo com
a reabsorcao dos mesmos.

A concentragao maior (10ug/mL) apresentou alteragdes importantes no
transporte eletrolitico, com elevacdo da excrecdo de sodio, potassio e cloreto.
Todavia, da porcéo filtrada de cada um destes eletrdlitos, os transportes tubulares
proximal e distal ndo apresentaram alterac¢des significativas.

As alteragdes no transporte tubular eletrolitico foi mais evidente na
concentragado intermediaria (3ug/mL), que apresentou discreta alteragdo no
transporte tubular proximal de cloreto e alteragdes significativas das excreg¢des de
sodio, potassio e cloreto, efeito este que parece ocorrer paralelamente a diminuicéo
da reabsorcao destes eletrolitos em nivel distal, como mostrado nas tabelas 1,2 e 3.

A osmolaridade urinaria aumentou no tempo de 120 minutos nas trés
concentragaos estudadas, sendo que para a concentragdao maior (10ug/mL) este
aumento ja ocorreu aos 60 minutos (Figura 21). Com relagdo ao controle externo, o
concentragdo intermediaria (3ug/mL) apresentou elevagdo significativa mais

precocemente (60 minutos) entre as trés concentragaos estudadas.
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Figura 18. Efeitos do extrato bruto da anémona marinha Bunodosoma caissarum
sobre a excrecdo de sodio (ENa’) em rim isolado de rato, nas concentracdos de

1ug/mL, 3ug/mL e 10ug/mL. Os dados s&o expressos em (média + E.P.M.). Analise estatistica
foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05.
*Comparacéo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30).
®Comparacdo com BcE 3ug/mL no tempo de 120 minutos. *Comparacdo com BcE 1ug/mL nos
tempos de 90 e 120 minutos. #Comparag:éo com controle externo na mesma faixa de tempo. BcE =

Extrato bruto de B. caissarum.
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Figura 19. Efeitos do extrato bruto da anémona marinha Bunodosoma caissarum
sobre a excregéo de potassio (EK') em rim isolado de rato, nas concentragdos de

1ug/mL, 3ug/mL e 10ug/mL. Os dados s&o expressos em (média + E.P.M.). Analise estatistica
foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05.
*Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30).
bComparagé\o com BcE 3ug/mL no tempo de 120 minutos. *Comparagdo com BcE 1ug/mL nos
tempos de 60, 90 e 120 minutos. #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. BcE =
Extrato bruto de B. caissarum.
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Figura 20. Efeitos do extrato bruto da anémona marinha Bunodosoma caissarum
sobre a excrecao de cloreto (ECI) em rim isolado de rato, nas concentragaos de

1ug/mL, 3ug/mL e 10ug/mL. Os dados s&o expressos em (média + E.P.M.). Analise estatistica
foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05.
*Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30).
®Comparagdo com BcE 3ug/mL no tempo de 120 minutos. *Comparagdo com BcE 1ug/mL nos
tempos de 90 e 120 minutos. #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. BcE =
Extrato bruto de B. caissarum.
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Tabela 1
Percentual de transporte distal de sodio (%dTNa*) com relagéo ao sodio tubular
transportado em perfuséo de rim isolado de ratos tratados com extrato bruto de

Bunodosoma caissarum

Tempo Controle BcE 1ug/mL BcE 3ug/mL BcE 10pg/mL
(min) (%) (%) (%) (%)
30 534 + 0,31 574 + 0,56 4,10 + 0,94 4,96 + 0,55
60 454 + 0,16 5,76 + 0,34 2,51 + 0,23 5,62 + 0,34°
90 4,96 + 0,20 6,53 + 1,09" 2,79 + 0,08 455 + 0,47
120 4,80 + 0,12 6,01 + 087" 156 + 0,29*" 412 +0,23"

%dTNa" = (dTNa® X 100) / TNa’, onde: TNa" = Sddio tubular transportado (Sédio filtrado e n&o
excretado — valor absoluto). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de = Bonferroni)
e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagéo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 € 0
controle interno do grupo (tempo 30). bComparagé\o com BcE 3ug/mL #Comparagéo com controle
externo na mesma faixa de tempo. BcE = Extrato bruto de B. caissarum.

Tabela 2
Percentual de transporte distal de potassio (%dTK") com relagdo ao potassio tubular
transportado em perfusdo de rim isolado de ratos tratados com extrato bruto de

Bunodosoma caissarum

Tempo Controle BcE 1ug/mL BcE 3ug/mL BcE 10pg/mL
(min) (%) (%) (%) (%)
30 6,24 + 0,36 6,19 + 0,25 567 + 1,33 6,86 + 0,83
60 6,07 + 0,41 4,62 + 0,42 3,20 + 0,26 8,23 + 0,94
90 570 + 0,92 456 + 0,68 3,47 + 0,33 6,59 + 0,89
120 6,07 + 0,63 563 + 0,30" 163 + 027*" 567 +041°

%dTK" = (dTK" X 100) / TK", onde: TK" = Potassio tubular transportado (Potassio filtrado e n&o
excretado). Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de = Bonferroni) e teste t de
Student, considerando p<0,05. *Comparacéo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle
interno do grupo (tempo 30). ®Comparagdo com BcE 1ug/mL no mesmo tempo. "Comparagdo com
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BcE 3ug/mL *Comparagao com controle externo na mesma faixa de tempo. BCE = Extrato bruto de B.
caissarum.

Tabela 3
Percentual de transporte distal de cloreto (%dTCI’) com relacdo ao cloreto tubular
transportado em perfuséo de rim isolado de ratos tratados com extrato bruto de

Bunodosoma caissarum

Tempo Controle @ BcE 1pg/mL BcE 3ug/mL BcE 10pg/mL
(min) (%) (%) (%) (%)
30 4,00 £ 0,23 6,12 + 0,60 4,10 £ 0,82 4,27 £ 0,27
60 3,40 £ 0,24 6,34 + 0,39 2,65 + 0,25 3,62 +0,44°
90 3,69 + 0,15 7,24 + 1,34 2,98 + 0,10 411 + 0,32°

120 3,48 + 0,09 6,55 + 0,96" 1,61 + 0,31** 357 £031°

%dTCI" = (dTCI" X 100) / TCI, onde: TCI = Cloreto tubular transportado (Cloreto filtrado e n&o
excretado — valor absoluto). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de = Bonferroni)
e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagéo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 € 0
controle interno do grupo (tempo 30). ?Comparagdo com BcE 1ug/mL no mesmo tempo.
bComparac;éo com BcE 3ug/mL #Comparagéo com controle externo K mesma faixa de tempo. BcE =
Extrato bruto de B. caissarum.
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Figura 21. Efeitos do extrato bruto da anémona marinha Bunodosoma caissarum
sobre a osmolaridade urinaria em rim isolado de rato, nas concentragaos de 1ug/mL,

3ug/mL e 10pg/mL. Os dados s&o expressos em (média + E.P.M.). Analise estatistica foi realizada
pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagéao
entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). *Comparagdo com
BcE 1ug/mL no tempo de 120 minutos. *Comparagdo com controle externo na mesma faixa de

tempo. BcE = Extrato bruto de B. caissarum.
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5.2 Efeitos do extrato bruto de B. caissarum em leito vascular mesentérico

No sistema de leito vascular mesentérico foi utilizada a metodologia de fluxo
constante e avaliacdo da variagcdo da pressdo. Primeiramente foi utilizado um
protocolo no qual apds estabilizagdo, os primeiros 20 minutos foram considerados
controle, sem infusdo de nenhuma substancia. Em seguida foi infundido o extrato
bruto de B. caissarum (3ug/mL/min) seguido da fenilefrina (100ug/mL/min) e da
fenilefrina (100pug/mL/min) + extrato bruto da B. caissarum (3ug/mL/min). Neste
protocolo ndo foram observadas alteragcdes na pressdao com a infusdo do extrato
bruto, que respondeu com contracdo na presenga da fenilefrina. Todavia ao se
infundir fenilefrina + extrato bruto de B. caissarum observou-se uma queda discreta,
mas significativa da pressdao quando comparada a fenilefrina isoladamente, o que
nos levou a investigar se o extrato bruto de B. caissarum exerceria uma funcéo
hipotensora em leito pré-contraido (Dados n&o mostrados).

Para esclarecer essa questdo foram realizados novos experimentos, cujo
protocolo obedeceu a seguinte sequéncia: basal, BcE (3ug/mL/min), fenilefrina
(100pug/mL/min)+ extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL/min) e por ultimo fenilefrina
(100ug/mL/min). Este protocolo sugeriu que a alteragao de pressao observada ao se
realizar a ultima infusdo parece refletir uma perda gradual da viabilidade da
preparacao de leito vascular mesentérico e ndo uma acido do extrato bruto de B.
caissarum em leito pré-contraido (Dados nao mostrados)..

Estes achados sugerem que o extrato bruto de B. caissarum nao apresenta
acao em vasos de resisténcia e que, sua acao renal, parece ocorrer indiretamente,

associada a liberacao de outros mediadores.
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5.3 Estudo da participacido da cicloxigenase (COX) e endotelina nos efeitos

renais do extrato bruto de Bunodosoma caissarum em perfusao de rim isolado

Com o objetivo de investigar a participagdo da enzima cicloxigenase e do
mediador endotelina na acéo renal do extrato bruto de B. caissarum realizou-se o
bloqueio deste extrato com indometacina (IND - inibidor ndo-seletivo de
cicloxigenase) e tezosentan (TZN —antagonista do receptor de endotelina).

Apos avaliagdo dos efeitos do extrato bruto de B. caissarum em trés
diferentes concentracdos, consideramos a concentracdo intermediaria (3ug/mL)
satisfatoria para a continuidade do estudo em rim isolado, pois a mesma apresentou
importantes alteragdes renais, algumas bem mais expressivas do que as demais
concentragaos.

Em seus respectivos grupos experimentais, TZN e IND foram adicionados
aos 30 minutos de experimento para realizagdo de grupos controle. Na avaliagdo do
bloqueio, TZN e IND foram adicionados no inicio do experimento (tempo=0) e BcE foi

adicionado aos 30 minutos, de um experimento com duragédo de 120 minutos.

5.3.1 Estudo do blogueio de BcE com Indometacina

Para este estudo a indometacina foi utilizada na concentracdo de
10ug/mL. Esta concentragédo de IND revelou altera¢gdes na osmolaridade urinaria nos
tempos de 90 (sp0Uosm= 240,73 + 8,59 vs. goUosm = 257,12 + 7,99* mL/g/min,
*p<0,05) e 120 min (3p0Uosm= 240,73 + 8,59 vs. goUosm = 260,95 + 7,73* mL/g/min,
*p<0,05), ndo interferindo nos demais parametros avaliados.

A indometacina reduziu de forma significativa a elevagdao da pressao de
perfusdo, reduzindo o pico pressoérico causado por BcE, nos tempos de 60,90 e 120
minutos (figura 22), sendo observado comportamento semelhante na resisténcia

vascular renal (figura 23).
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Com relagéao ao fluxo urinario reduziu significativamente o efeito de BcE
aos 90 minutos e bloqueou completamente aos 120 minutos (figura 24). No ritmo de
filtracdo glomerular ocorreu diminui¢ao significativa do efeito de BcE também aos 90
e 120 minutos (figura 25).

A indometacina restabeleceu o percentual de sédio transportado, que foi
diminuido pela acdo de BcE, sem interferir de forma significativa na acédo de BcE
sobre os transportes tubulares totais de potassio e cloreto, como também nos
transportes proximais de sédio e potassio (figuras 26 —28). A indometacina bloqueou
a acao de BcE na diminui¢ao do transporte tubular proximal de cloretos (figura 29).

Como ja foi demonstrado anteriormente neste trabalho, BCE aumentou a
excrecao de sodio, potassio e cloreto. Todas as alteragcdes na excrecao de eletrélitos
observadas com BcE foram bloqueadas pela indometacina (figuras 30-32), assim
como as alteragdes nos percentuais de transporte tubular distal (%dT) com relagao
ao transporte tubular absoluto (tabelas 4-6).

A indometacina isoladamente alterou a osmolaridade urinaria, assim como
BcE. Todavia o grupo em que indometacina foi adicionada 30 minutos antes de BcE
revelou reducgéao significativa das alteragdes na osmolaridade urinaria indizidas pelo

extrato bruto e indometacina, isoladamente (figura 33).

5.3.2 Estudo do blogueio de BCE com Tezosentan

O tezosentan, bloqueador dos receptores de endotelina, foi utilizado para
verificar a participacdo da endotelina nos efeitos renais de BcE. A concentragéo
estabelecida foi de 3 pg/mL, adicionados 30 minutos antes da adigdo do extrato
bruto. O TZN na concentragcdo estudada ndo promoveu alteragdes nos parametros
estudados.

Com relacéo a pressao de perfusdo TZN bloqueou o efeito de BcE aos 60
e 90 minutos, promovendo também reducgéo significativa aos 120 minutos (figura 22),

com comportamento semelhante na resisténcia vascular renal (figura 23).
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As alteracdes promovidas por BCE no fluxo urinario foram bloqueadas pelo
TZN aos 90 minutos, com diminuigdo significativa também aos 120 minutos (figura
24). Tezosentan nado bloqueou a acao de BcE sobre o ritmo de filtragdo glomerular
(figura 25).

O TZN diminuiu significativamente a acdo de BCE sobre o transporte
tubular de sédio aos 90 minutos (Dados ndo mostrados) e cloreto aos 90 e 120
minutos (figura 26). Assim como BcE isoladamnte, ndo foram observadas alteragdes
do extrato bruto na presenga de TZN no transporte tubular de potassio (figura 27) e
proximal de sédio (Dados ndo mostrados) e potassio (figura 28). TZN bloqueou a
acao de BcE sobre o transporte tubular proximal de cloreto (figura 29).

As excregdes de sédio, potassio e cloreto foram bloqueadas por TZN aos
90 minutos e reduzidas significativamente aos 120 minutos (figuras 30-32). As
alteragdes no percentual de transporte distal (%dT) destes ions ndo foram afetadas

pelo TZN (tabelas 4-6), assim como a osmolaridade urinaria (figura 33).
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Figura 22. Efeitos do extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL), indometacina
(10ug/mL), tezosentan (3ug/mL), indometacina (10ug/mL) + BcE (3pg/mL) e
tezosentan (3ug/mL) + BcE (3ug/mL) na pressao de perfusdo, em rim isolado de

ratos. Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste

ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagéo entre os
diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle
externo na mesma faixa de tempo. *Comparagdo com BcE 3ug/mL , com bloqueio de efeito ou

alteracao significativa. BcE = Extrato bruto de B. caissarum, IND = indometacina, TZN = tezosentan
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Figura 23. Efeitos do extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL), indometacina
(10ug/mL), tezosentan (3ug/mL), indometacina (10ug/mL) + BcE (3pg/mL) e
tezosentan (3pg/mL) + BcE (3pg/mL) na resisténcia vascular renal, em rim isolado de

ratos. Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste

ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagéo entre os
diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle
externo na mesma faixa de tempo. *Comparagdo com BcE 3ug/mL , com bloqueio de efeito ou

alteracao significativa. BcE = Extrato bruto de B. caissarum, IND = indometacina, TZN = tezosentan
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Figura 24. Efeitos do extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL), indometacina
(10pg/mL), tezosentan (3ug/mL), indometacina (10ug/mL) + BcE (3pg/mL) e
tezosentan (3ug/mL) + BcE (3ug/mL) no fluxo urinario, em rim isolado de ratos. Os
dados séo expressos em (média + E.P.M.). Anadlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste
de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos
60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma
faixa de tempo. *Comparagdo com BcE 3ug/mL , com bloqueio de efeito ou alteragéo significativa.

BcE = Extrato bruto de B. caissarum, IND = indometacina, TZN = tezosentan.
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Figura 25. Efeitos do extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL), indometacina
(10ug/mL), tezosentan (3ug/mL), indometacina (10ug/mL) + BcE (3pg/mL) e
tezosentan (3ug/mL) + BcE (3pg/mL) no ritmo de filtragdo glomerular, em rim isolado

de ratos. Os dados sdo expressos em (média = E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste

ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagéo entre os
diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle
externo na mesma faixa de tempo. *Comparagdo com BcE 3ug/mL , com bloqueio de efeito ou

alteracao significativa. BcE = Extrato bruto de B. caissarum, IND = indometacina, TZN = tezosentan.
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Figura 26. Efeitos do extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL), indometacina
(10pg/mL), tezosentan (3ug/mL), indometacina (10ug/mL) + BcE (3pg/mL) e
tezosentan (3ug/mL) + BcE (3ug/mL) no transporte tubular de potassio, em rim

isolado de ratos. Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada

pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagao
entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). *Comparagao com
controle externo na mesma faixa de tempo. BcE = Extrato bruto de B. caissarum, IND = indometacina,

TZN = tezosentan.
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Figura 27. Efeitos do extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL), indometacina
(10ug/mL), tezosentan (3ug/mL), indometacina (10ug/mL) + BcE (3pg/mL) e
tezosentan (3ug/mL) + BcE (3ug/mL) no transporte tubular de cloreto, em rim isolado

de ratos. Os dados sdo expressos em (média = E.P.M.). Anélise estatistica foi realizada pelo teste

ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagdo entre os
diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). *Comparagao com controle
externo na mesma faixa de tempo. *Comparagdo com BcE 3ug/mL , com bloqueio de efeito ou

alteracao significativa. BcE = Extrato bruto de B. caissarum, IND = indometacina, TZN = tezosentan.
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Figura 28. Efeitos do extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL), indometacina
(10pg/mL), tezosentan (3ug/mL), indometacina (10ug/mL) + BcE (3pg/mL) e
tezosentan (3ug/mL) + BcE (3pg/mL) no transporte tubular proximal de potassio, em

rim isolado de ratos. Os dados s@o expressos em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi

realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05.
*Comparacao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30).
#Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. BcE = Extrato bruto de B. caissarum,

IND = indometacina, TZN = tezosentan.
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Figura 29. Efeitos do extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL), indometacina
(10pg/mL), tezosentan (3ug/mL), indometacina (10ug/mL) + BcE (3pg/mL) e
tezosentan (3ug/mL) + BcE (3ug/mL) no transporte tubular proximal de cloreto, em

rim isolado de ratos. Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). Analise estatistica foi

realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05.
*Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30).
*Comparagao com controle externo na mesma faixa de tempo. *Comparacdo com BcE 3ug/mL , com
bloqueio de efeito ou alteragao significativa. BcE = Extrato bruto de B. caissarum, IND = indometacina,

TZN = tezosentan.
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Figura 30. Efeitos do extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL), indometacina
(10pg/mL), tezosentan (3ug/mL), indometacina (10ug/mL) + BcE (3pg/mL) e
tezosentan (3ug/mL) + BcE (3ug/mL) na excregéo de sodio, em rim isolado de ratos.

Os dados séo expressos em (média + E.P.M.). Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA
(teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes
tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). *Comparagao com controle externo na
mesma faixa de tempo. *Comparagdo com BcE 3ug/mL , com bloqueio de efeito ou alteragéo

significativa. BCE = Extrato bruto de B. caissarum, IND = indometacina, TZN = tezosentan.
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Figura 31. Efeitos do extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL), indometacina
(10ug/mL), tezosentan (3ug/mL), indometacina (10ug/mL) + BcE (3pg/mL) e

tezosentan (3ug/mL) + BcE (3ug/mL) na excregdao de potassio, em rim isolado de

ratos. Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste

ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagéo entre os
diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle
externo na mesma faixa de tempo. *Comparagdo com BcE 3ug/mL , com bloqueio de efeito ou

alteracao significativa. BcE = Extrato bruto de B. caissarum, IND = indometacina, TZN = tezosentan.
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Figura 32. Efeitos do extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL), indometacina
(10pg/mL), tezosentan (3ug/mL), indometacina (10ug/mL) + BcE (3pg/mL) e
tezosentan (3ug/mL) + BcE (3ug/mL) na excregcdo de cloreto, em rim isolado de
ratos. Os dados sé@o expressos em (média + E.P.M.). Analise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagédo entre os
diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle

externo na mesma faixa de tempo. *Comparagdo com BcE 3ug/mL , com bloqueio de efeito ou

alteracao significativa. BcE = Extrato bruto de B. caissarum, IND = indometacina, TZN = tezosentan.
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Figura 33. Efeitos do extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL), indometacina
(10ug/mL), tezosentan (3ug/mL), indometacina (10ug/mL) + BcE (3ug/mL) e
tezosentan (3ug/mL) + BcE (3ug/mL) na osmolaridade urinaria, em rim isolado de

ratos. Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagéo entre os
diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). *Comparagao com controle
externo na mesma faixa de tempo. *Comparagdo com BcE 3ug/mL , com bloqueio de efeito ou
alteragdo significativa. bCompara(;éo com relagdo a indometacina. BcE = Extrato bruto de B.

caissarum, IND = indometacina, TZN = tezosentan.
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Percentual de transporte distal de sodio (%dTNa®) com relagdo ao sodio tubular

transportado em rins perfundidos com extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL),

indometacina (10ug/mL), tezosentan (3ug/mL), indometacina (10pug/mL) + BcE

(3ug/mL) e tezosentan (3ug/mL) + BcE (3ug/mL)

Grupo 30 60 90 120
(min) (min) (min) (min)
Controle 534 + 0,31 4,54 + 0,16 4,96 + 0,20 4,80 + 0,12
IND 464 + 0,21 4,45 + 0,20 4,03 + 0,30 4,12 + 0,56
TZN 442 + 045 4,39 + 0,20 4,58 *+ 0,52 3,77 £ 0,17
BcE 410 £ 0,94 2,51 + 0,23 2,79 = 0,08 1,56 + 0,29+
BcE + IND 504 £ 1,14 3,67 = 0,30 520 + 0,33 4,10 £ 0,94°
BcE + TZN 520 £ 1,0 3,04 + 0,27* 2,40 = 0,07* 2,20 + 0,11+

%dTNa® = (dTNa" X 100) / TNa’, onde: TNa" = Sddio tubular transportado (Sédio filtrado e nao

excretado — valor absoluto). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de = Bonferroni)

e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparacgéo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 € 0

controle interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo.

dComparagéo com BcE 3ug/mL , com bloqueio de efeito ou alteragdo significativa. BcE = Extrato

bruto de B. caissarum.
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Percentual de transporte distal de potassio (%dTK") com relagdo ao potassio tubular

transportado em rins perfundidos com extrato bruto de B. caissarum (3upg/mL),

indometacina (10ug/mL), tezosentan (3ug/mL), indometacina (10ug/mL) + BcE

(3ug/mL) e tezosentan (3ug/mL) + BcE (3ug/mL)

Grupo 30 60 90 120
(min) (min) (min) (min)
Controle 6,24 + 0,36 6,07 = 0,41 570 £ 0,92 6,07 + 0,63
IND 6,13 + 0,32 5,86 = 0,20 500 £ 0,29 6,28 + 0,11
TZN 6,40 + 0,62 6,54 + 0,36 6,54 + 0,75 5,31 £ 0,22
BcE 576 £+ 1,33 3,20 = 0,26 3,47 + 0,33 1,63 £ 0,27*
BcE + IND 6,32 £+ 0,80 5,80 = 0,40 7,87 £ 0,56° 7,11 £+ 0,40°
BcE + TZN 6,0 £ 1,1 5,04 + 0,35 4,12 + 0,17 3,61 + 0,20

%dTK" = (dTK" X 100) / TK", onde: TK" = Potéssio tubular transportado (Potassio filtrado e n&o
excretado — valor absoluto). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de = Bonferroni)
e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparacgéo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e 0
controle interno do grupo (tempo 30). #Comparag:éo com controle externo na mesma faixa de tempo.
#Comparagéo com BcE 3ug/mL , com bloqueio de efeito ou alteragdo significativa. BCE = Extrato

bruto de B. caissarum.



Tabela 6

107

Percentual de transporte distal de cloreto (%dTCI") com relagdo ao cloreto tubular

transportado em rins perfundidos com extrato bruto de B. caissarum (3upg/mL),

indometacina (10ug/mL), tezosentan (3ug/mL), indometacina (10ug/mL) + BcE

(3ug/mL) e tezosentan (3ug/mL) + BcE (3ug/mL)

Grupo 30 60 90 120

(min) (min) (min) (min)
Controle 4,10 + 0,20 3,92 + 0,23 3,16 = 0,24 3,76 = 0,53
IND 4,00 + 0,23 3,40 + 0,24 3,69 £ 0,15 3,48 + 0,09
TZN 3,80 £ 0,38 3,79 = 0,17 3,98 = 0,46 3,27 £ 0,15
BcE 410 £ 0,82 2,65 + 0,25 2,98 £ 0,10 1,61 £ 0,31+
BcE + IND 440 = 098 3,26 + 0,26 4,55 = 0,29 4,20 + 0,22°
BcE + TZN 4,38 + 097 249 + 0,20 2,03 + 0,14* 1,69 + 0,08+

%dTClI = (dTCI' X 100) / TCI,

onde: TCI

= Cloreto tubular transportado (Cloreto filtrado e nao

excretado — valor absoluto). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de = Bonferroni)
e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparacgéo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e 0
controle interno do grupo (tempo 30). #Comparag:éo com controle externo na mesma faixa de tempo.
#Comparagéo com BcE 3ug/mL , com bloqueio de efeito ou alteragdo significativa. BCE = Extrato

bruto de B. caissarum.
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5.4 Efeitos Bioldégicos da Fosfolipase A, de Bunodosoma caissarum em

perfusao de rim isolado

A PLA; do extrato bruto de B. caissarum foi estudada em trés diferentes
concentragaos, 1ug/mL, 0,3ug/mL e 0,1ug/mL na perfuséo de rim isolado.

A concentragdo maior (1pug/mL) elevou a pressao de perfusao, resisténcia
vascular renal, fluxo urinario e ritmo de filtragdo glomerular aos 60 minutos, com
subsequente reducéo significativa aos 90 e 120 minutos (figuras 34, 36, 37, 38). Esta
concentragdo nao alterou os transportes totais de sodio e cloreto (Dados nédo
mostrados) , mas elevou o transporte total de potassio (figura 40) nos tempos de 60,
90 e 120 minutos, efeitos se reproduziram nos transportes proximais destes ions
(figuras 39,41 e 42).

A excrecao de sodio foi aumentada aos 60, 90 e 120 minutos (figura 43),
enquanto as excregdes de potassio (figura 44) e cloreto (figura 45) elevaram-se aos
60 minutos, retornando ao normal em seguida. A osmolaridade urinaria elevou-se
aos 60,90 e 120 minutos (figura 46), enquanto o transporte tubular distal de sédio
diminuiu aos 90 minutos (tabela 7), potassio aos 120 minutos (tabela 8), sem
alteracdo no transporte distal de cloreto (tabela 9).

A concentragao intermediaria (0,3pg/mL) promoveu elevagdo de pressao
arterial nos tempos de 60,90 e 120 minutos (figura 34), resisténcia vascular renal aos
60 minutos (figura 36), fluxo urinario aos 90 e 120 minutos (figura 37) e ritmo de
filtracdo glomerular aos 60,90 e 120 minutos (figura 38). Nao foram observadas
alteragcbes nos transportes total e proximal de sddio (figura 39) e cloreto (figura 42),
entretanto os transportes proximal e total de potassio elevaram-se aos 60,90 e 120
minutos (figuras 40 e 41).

Ocorreram elevagdes nas excregdes de sodio (figura 43) e cloreto (figura
45) aos 60, 90 e 120 minutos, sem alteragdes significativas na excregdo de potassio
(figura 44). A osmolaridade urinaria elevou-se aos 90 e 120 minutos (figura 46) e os
transportes proximais de sodio (tabela 7), potassio (tabela 8) e cloreto (tabela 9)

diminuiram aos 60,90 e 120 minutos.



109

A concentragdo menor (0,1ug/mL) promoveu elevagdo da pressao de
perfusao (figura 34) e resisténcia vascular renal (figura 36) aos 60,90 e 120 minutos.
O fluxo urinario (figura 37) e o ritmo de filtragdo glomerular (figura 38) se elevaram
aos 90 e 120 minutos. Esta concentragdo n&o apresentou efeitos sobre os
transportes totais de sodio, potassio (figura 40), cloreto e proximal de potassio (figura
41), com elevagao dos transportes proximais de sodio (figura 39) e cloreto (figura
42).

As excrecgdes de sodio (figura 43) e potassio (figura 44) elevaram-se aos
60,90 e 120 minutos, enquanto a excregao de cloreto (figura 45) elevou-se somente
aos 90 e 120 minutos. A osmolaridade urinaria elevou-se aos 60,90 e 120 minutos
(figura 46) e o transporte tubular distal de sédio diminuiu aos 60,90 e 120 minutos
(tabela 7), enquanto os transportes tubulares distais de potassio (tabela 8) e cloreto
(tabela 9) diminuiram aos 90 e 120 minutos.

Foi observada a presenga de picos pressoricos (figura 35) nas trés
concentragaos estudadas, sendo mais precoce para a concentragao maior (1 pg/mL),
cujo pico ocorreu aos 40 minutos, com acentuada queda subsequente. A
concentragao intermediaria (0,3ug/mL) foi a concentracdo que promoveu o pico de
pressao mais intenso, com uma pequena queda deste pardmetro apds o pico,
mantendo significancia até o final dos experimentos. A concentragdo menor
(0,1ug/mL) promoveu o menor pico pressorico, que ocorreu aos 60 minutos e
manteve-se no mesmo padrao até o final dos experimentos.

No sistema de leito vascular mesentérico foi utilizada a metodologia de
fluxo constante e avaliagdo da variacdo da pressdo. Primeiramente foi utilizado um
protocolo no qual apds estabilizacdo, os primeiros 20 minutos foram considerados
controle, sem infusdo de nenhuma substancia. Em seguida foi infundida a PLA; do
extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL/min) seguida da fenilefrina (100ug/mL/min) e
da fenilefrina (100ug/mL/min) + PLA; da B. caissarum (3ug/mL/min) (figura 57).
Neste protocolo ndo foram observadas alteragcbes na pressao com a infusdo da
PLA2, semelhante a resposta apresentada pelo extrato bruto (dados nao

mostrados).
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Figura 34. Efeitos da Fosfolipase A, do extrato bruto da anémona marinha
Bunodosoma caissarum sobre a pressao de perfusdo em rim isolado de rato, nas

concentragaos de 0,1ug/mL, 0,3ug/mL e 1ug/mL. Os dados séo expressos em (média +
E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,
considerando p<0,05. *Comparacgao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do
grupo (tempo 30). *Comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo. significancia com
relagdo a concentragdo 0,1ug/mL no mesmo periodo de tempo. bs.igniﬁcz“ancia com relagéo a

concentragdo 0,3ug/mL no mesmo periodo de tempo. ° alteragéo significativa com relagéo ao tempo
60 minutos do mesmo grupo. PLA,= Fosfolipase A,
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Tempo
(min) Controle PLA,0,1pug/mL | PLA, 0,3ug/mL | PLA, 1ug/mL
10 106,62 + 0,74 |10560 + 2,00 |105,10 + 2,20 109,30 + 2,90
20 10595 + 1,89 |10560 + 2,70 |100,10 + 2,80 10550 + 3,60
30 107,28 + 3,91 |107,00 + 2,10 |10540 + 160 101,70 £ 3,40
40 10595 + 4,49 |11800 + 3,40 |129,10 + 1,20 |[17890 + 9,80*
50 10295 + 2,76 |131,80 + 4,40 160,10 + 560 130,30 + 2,70
60 103,62 + 5,07 [142,80 + 6,40* 206,10 + 13,90* /11750 £ 4,00
70 104,28 + 4,78 |13480 + 4,20 |150,10 + 8,40 [98,50 + 1,80
80 104,62 + 507 |13530 + 3,30 [14140 =+ 6,70 (94,70 + 2,60
90 10528 + 4,78 |137,10 + 2,70 |137,80 + 6,40 [92,70 + 2,80
100 107,28 + 391 |14150 + 450 |[14480 + 860 [91,70 + 3,20
110 10762 + 3,34 /13360 + 3,30 |131,80 + 3,00 [93,10 + 3,70
120 107,95 + 3,63 12980 + 290 [124,10 + 140 (94,10 + 4,70

Figura 35. Picos de pressao de perfusédo provocados pela Fosfolipase A; do extrato
bruto de B. caissarum em perfusao de rim isolado nas concentragdos de 0,1ug/mL,

0,3ug/mL e 1ug/mL. Os dados s&o expressos em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi



112

realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05.

*Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. PLA,= Fosfolipase A,

10.0+

Resisténcia Vascular
Renal (mmHg.L/g/min)

Tempo(min)

1 Controle

PLA, 0,3pg/mL

Il PLA, 0,1ug/mL I PLA, 1ug/mL

Figura 36. Efeitos da Fosfolipase A, do extrato bruto da anémona marinha
Bunodosoma caissarum sobre a resisténcia vascular renal em rim isolado de rato,

nas concentragados de 0,1ug/mL, 0,3ug/mL e 1ug/mL. Os dados s&o expressos em (média
+ E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,
considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do
grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®significancia com
relagdo a concentragdo 0,1ug/mL no mesmo periodo de tempo. bsigniﬁcé\ncia com relagédo a
concentragéo 0,3ug/mL no mesmo periodo de tempo. © alteragéo significativa com relagéo ao tempo

60 minutos do mesmo grupo. PLA,= Fosfolipase A,
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Figura 37. Efeitos da Fosfolipase A, do extrato bruto da anémona marinha
Bunodosoma caissarum sobre o fluxo urinario em rim isolado de rato, nas

concentragaos de 0,1ug/mL, 0,3ug/mL e 1ug/mL. Os dados sdo expressos em (média *
E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,
considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do
grupo (tempo 30). *Comparagao com controle externo na mesma faixa de tempo. gsignificancia com
relagdo a concentragdo 0,1ug/mL no mesmo periodo de tempo. bsigniﬁcé\ncia com relagédo a

concentragédo 0,3ug/mL no mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A,
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Figura 38. Efeitos da Fosfolipase A, do extrato bruto da anémona marinha
Bunodosoma caissarum sobre o ritmo de filtragdo glomerular em rim isolado de rato,

nas concentragados de 0,1ug/mL, 0,3ug/mL e 1ug/mL. Os dados séo expressos em (média
1+ E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,
considerando p<0,05. *Comparagédo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do
grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®significancia com
relagdo a concentragdo 0,1ug/mL no mesmo periodo de tempo. bsigniﬁcé\ncia com relagdo a
concentragéo 0,3ug/mL no mesmo periodo de tempo. © alteragéo significativa com relagdo ao tempo

60 minutos do mesmo grupo. PLA,= Fosfolipase A,
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Figura 39. Efeitos da Fosfolipase A, do extrato bruto da anémona marinha
Bunodosoma caissarum sobre o transporte tubular proximal de sédio em rim isolado

de rato, nas concentracdos de 0,1ug/mL, 0,3ug/mL e 1ug/mL. Os dados s&o expressos
em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t
de Student, considerando p<0,05. *Comparac&o entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno
do grupo (tempo 30). “Comparacéo com controle externo na mesma faixa de tempo. significancia com relacéo a
concentracdo 0,1ug/mL no mesmo periodo de tempo. "significancia com relacéo a concentracdo 0,3pg/mL no

mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A,
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Figura 40. Efeitos da Fosfolipase A, do extrato bruto da anémona marinha
Bunodosoma caissarum sobre o transporte tubular de potassio em rim isolado de

rato, nas concentragdos de 0,1ug/mL, 0,3ug/mL e 1ug/mL. Os dados séo expressos em
(média £ E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de
Student, considerando p<0,05. *Comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do
grupo (tempo 30). “Comparacéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®significancia com relagéo a
concentragdo 0,1ug/mL no mesmo periodo de tempo. “significancia com relagéo a concentragdo 0,3pg/mL no

mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A,
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Figura 41. Efeitos da Fosfolipase A, do extrato bruto da anémona marinha
Bunodosoma caissarum sobre o transporte tubular proximal de potassio em rim

isolado de rato, nas concentragdos de 0,1ug/mL, 0,3ug/mL e 1ug/mL. Os dados séo
expressos em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de
Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparacédo entre os diferentes tempos 60, 90 e
120 e o controle interno do grupo (tempo 30). *Comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo.
%significancia com relacdo a concentracdo 0,1pug/mL no mesmo periodo de tempo. "significancia com relacéo a

concentragdo 0,3ug/mL no mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A;.
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Figura 42. Efeitos da Fosfolipase A, do extrato bruto da anémona marinha
Bunodosoma caissarum sobre o transporte tubular proximal de cloreto em rim

isolado de rato, nas concentragcados de 0,1ug/mL, 0,3ug/mL e 1ug/mL. Os dados séo
expressos em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de
Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. Comparacg&o entre os diferentes tempos 60, 90 e 120
e o controle interno do grupo (tempo 30). “Comparacéo com controle externo na mesma faixa de tempo.

%ignificancia com relagdo a concentracgdo 0,1ug/mL no mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A,
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Figura 43. Efeitos da Fosfolipase A, do extrato bruto da anémona marinha
Bunodosoma caissarum sobre a excrecdo de sodio em rim isolado de rato, nas

concentragaos de 0,1ug/mL, 0,3ug/mL e 1ug/mL. Os dados séo expressos em (média +
E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,
considerando p<0,05. Comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo
(tempo 30). “Comparacdo com controle externo na mesma faixa de tempo. “significAncia com relacdo a
concentragdo 0,1ug/mL no mesmo periodo de tempo. "significancia com relagéo a concentragdo 0,3pg/mL no

mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A,
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Figura 44. Efeitos da Fosfolipase A, do extrato bruto da anémona marinha
Bunodosoma caissarum sobre a excrecdo de potassio em rim isolado de rato, nas

concentragaos de 0,1ug/mL, 0,3ug/mL e 1ug/mL. Os dados séo expressos em (média *
E.P.M.). Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,
considerando p<0,05. Comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo
(tempo 30). “Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®alteraco significativa com relagdo ao

tempo 60 minutos do mesmo grupo. PLA,= Fosfolipase A,
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Figura 45. Efeitos da Fosfolipase A, do extrato bruto da anémona marinha

Bunodosoma caissarum sobre a excrecao de cloreto em rim isolado de rato, nas

concentragaos de 0,1ug/mL, 0,3ug/mL e 1ug/mL. Os dados séo expressos em (média +
E.P.M.). Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,

considerando p<0,05. Comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo

(tempo 30). “Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®alteraco significativa com relagdo ao

tempo 60 minutos do mesmo grupo. PLA,= Fosfolipase A,
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Figura 46. Efeitos da Fosfolipase A, do extrato bruto da anémona marinha
Bunodosoma caissarum sobre a osmolaridade urinaria em rim isolado de rato, nas

concentragaos de 0,1ug/mL, 0,3ug/mL e 1ug/mL. Os dados séo expressos em (média *
E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,
considerando p<0,05. Comparacdo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo
(tempo 30). “Comparacdo com controle externo na mesma faixa de tempo. significAncia com relacdo a
concentragéo 0,1ug/mL no mesmo periodo de tempo. "significancia com relagéo a concentragdo 0,3pg/mL no

mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A,
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Tabela 7

Percentual de transporte distal de sodio (%dTNa*) com relagéo ao sodio tubular

transportado em perfusao de rim isolado de ratos tratados com PLA, de Bunodosoma

caissarum
Tempo Controle PLA,0,1ug/mL PLA; 0,3ug/mL PLA; 1ug/mL
(min) (%) (%) (%) (%)
30 534 + 0,31 537 + 0,23 531 + 0,64 5,34 + 0,55
60 454 + 0,16 2,57 £ 020" 232 + 0,34 3,27 £ 0,55
20 4,96 + 0,20 2,46 + 0,10 2,17 + 0,15 3,18 + 0,18
120 4,80 + 0,12 2,59 + 021" 2,02 + 0,38 4,29 + 0,56%

%dTNa" = (dTNa" X 100) / TNa’, onde: TNa" = Sddio tubular transportado (Sédio filtrado e n&o
excretado excretado — valor absoluto). Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de =
Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60,
90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma
faixa de tempo. *Comparagdo com PLA, 0,1ug/mL no mesmo tempo. ®Comparacdo com PLA,
0,3ug/mL PLA,= Fosfolipase A,

Tabela 8

Percentual de transporte distal de potassio (%dTK") com relagdo ao potassio tubular

transportado em perfusao de rim isolado de ratos tratados com PLA, de Bunodosoma

caissarum
Tempo Controle PLA,0,1ug/mL PLA; 0,3ug/mL PLA; 1ug/mL
(min) (%) (%) (%) (%)
30 6,24 + 0,36 6,13 + 0,68 6,05 = 0,86 6,20 = 0,25
60 6,07 + 0,41 3,68 £ 0,23 364 £ 065 575 % 0,06
90 5,70 + 0,92 3,83 + 0,287 3,10 + 0,18% 566 + 0,06®
120 6,07 + 0,63 2,94 + 0,38 2,68 £ 051" 520 +0,15™

%dTK"™ = (dTK" X 100) / TK", onde: TK" = Potassio tubular transportado (Potassio filtrado e n&o
excretado excretado). Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de = Bonferroni) e
teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagéo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o
controle interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo.
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dComparagéo com PLA, 0,1ug/mL no mesmo tempo. bComparag;éo com PLA; 0,3ug/mL PLA,=
Fosfolipase A,

Tabela 9

Percentual de transporte distal de cloreto (%dTCI") com relagédo ao cloreto tubular

transportado em perfusao de rim isolado de ratos tratados com PLA, de Bunodosoma

caissarum
Tempo Controle PLA,0,1ug/mL PLA, 0,3ug/mL PLA,; 1ug/mL
(min) (%) (%) (%) (%)
30 4,00 + 0,23 4,00 + 0,18 4,02 + 0,52 4,05 + 0,07
60 3,40 + 0,24 3,25 + 0,45 1,73 + 025" 2,85 + 0,55
20 3,69 + 0,15 2,57 + 0,12 1,65 + 0,10% 2,60 + 0,15
120 3,48 + 0,09 2,63 + 0,05" 1,50 + 0,28™ 370 # 059"

%dTCI" = (dTCI" X 100) / TCI, onde: TCI = Cloreto tubular transportado (Cloreto filtrado e nao
excretado — valor absoluto). Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de = Bonferroni)
e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagéo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e 0
controle interno do grupo (tempo 30). *Comparagédo com controle externo na mesma faixa de tempo.
2Comparacdo com PLA, 0,1ug/mL no mesmo tempo. °Comparagdo com PLA, 0,3ug/mL PLA,=
Fosfolipase A,
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5.6 Estudo da participacao da cicloxigenase (cox) nos efeitos renais da

Fosfolipase A, de Bunodosoma caissarum em perfusiao de rim isolado

Com o objetivo de investigar a participacdo da enzima cicloxigenase na
acao renal desta PLA; realizou-se o bloqueio com indometacina (IND - inibidor no-
seletivo de cicloxigenase, 10ug/mL) .

Apés avaliagdo dos efeitos da PLA; do extrato bruto de B. caissarum em
trés diferentes concentragcdos observou-se que nenhuma destas apresentou efeito
expressivo diante das demais, optando-se por realizar bloqueios das trés
concentragaos.

Indometacina foi adicionada aos 30 minutos de experimento para
realizagao do grupo controle. Nos experimentos para avaliagao do bloqueio, a IND foi
adicionada no inicio do experimento (tempo=0) e PLA, foi adicionada aos 30
minutos, de um experimento com duracao total de 120 minutos.

A indometacina nao foi capaz de bloquear os efeitos da concentracéo
maior de PLA; (1ug/mL) no ritmo de ritmo de filtragdo glomerular (figura 50), fluxo
urinario (figura 49), pressao de perfusao (figura 47) e resisténcia vascular renal
(figura 48), contribuindo, inclusive, na elevagéo destes ultimos dois pardmetros aos
60 minutos. Ndo houve também bloqueio nos transportes tubulares total (figuras 51,
53, 55) e proximal de eletrdlitos (figuras 52, 54, 56) ou na excre¢do dos mesmos
(figuras 57, 58, 59). Nos transportes distais (tabelas 10-12), a adicdo de IND
apresentou uma tendéncia a reversdo do efeito da PLA,, todavia aumentou
significativamente o transporte de sédio aos 90 minutos de forma significativa,
diminuiu os transportes distais de potassio aos 60,90 e 120 minutos e reverteu a
diminuicao do transporte de cloreto aos 90 e 120 minutos.

A concentragao intermediaria (0,3 pg/mL) ndo teve seus efeitos na
pressédo de perfusdo (figura 58), resisténcia vascular renal (figura 48) ou fluxo
urinario (figura 49) revertidos pela indometacina, que reverteu a elevagao do ritmo de
filtragcdo glomerular (figura 50) pela PLA, aos 60 minutos. A indometacina reverteu as

alteragdes no transporte total de potassio (figura 53) aos 60,90 e 120 minutos e
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excregao deste eletrdlito aos 90 minutos (figura 58). Houve reversdao na
osmolaridade urinaria aos 90 e 120 minutos (figura 60) no transporte distal de sodio
aos 60 minutos (tabela 10) e cloreto aos 60 e 90 minutos (Tabela 12).

Com relagao a concentragdo menor de PLA; (0,1 ug/mL), a indometacina
reverteu o aumento da pressao aos 60 minutos (figura 47), o fluxo urinario aos 90 e
120 minutos (figura 49) e o ritmo de filtragdo glomerular aos 120 minutos (figura 50),
sem apresentar acado na resisténcia vascular renal (figura 48). Houve reversao do
efeito da PLA, no transporte tubular proximal de sodio (figura 52) e cloreto (figura 56)
aos 90 e 120 minutos. A adicdo de indometacina elevou significativamente o
transporte tubular total de potassio aos 60,90 e 120 minutos (figura 53) e cloreto aos
60 minutos (figura 55). Houve bloqueio da elevagao da excreg¢ao de sodio (figura 57),
potassio (figura 58), cloreto (figura 59) e da osmolaridade urinaria (figura 60) aos 60,
90 e 120 minutos, assim como reversao da diminuicdo do transporte distais de sédio

(tabela 10) nestes tempos e cloreto aos 90 minutos (tabela 12).
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Figura 47. Efeitos da PLA, do extrato bruto de B. caissarum (3ug/mL), indometacina
(10ug/mL), indometacina (1pg/mL) + PLA; (0,1pug/mL), indometacina (1ug/mL) +
PLA; (0,3ug/mL) e indometacina (1ug/mL) + PLA; (1ug/mL) na pressao de perfusao,
em rim isolado de ratos. Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e

teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagéo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o
controle interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo.
reversdo do efeito da PLA, no mesmo periodo de tempo. SsignificAncia com relagdo a mesma

concentragao aos 60 minutos. PLA,= Fosfolipase A, IND = Indometacina.
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indometacina (1ug/mL) + PLA;

(0,1ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA, (0,3ug/mL) e indometacina (1ug/mL) +

PLA; (1ug/mL) na resisténcia vascular renal, em rim isolado de ratos. Analise estatistica

foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05.

*Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30).

#Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®reversao do efeito da PLA; no mesmo

periodo de tempo. significAncia com relagdo a mesma concentragdo aos 60 minutos. PLA,=

Fosfolipase A, IND = Indometacina.
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Figura 49. Efeitos da indometacina (10ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA;

(0,1ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA, (0,3pg/mL) e indometacina (1ug/mL) +

PLA, (1pg/mL) no fluxo urinario, em rim isolado de ratos. Analise estatistica foi realizada

pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagéo

entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). *Comparagao com

controle externo na mesma faixa de tempo. ®reverséo do efeito da PLA, no mesmo periodo de tempo.

PLA,= Fosfolipase A, IND = Indometacina.
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Figura 50. Efeitos da indometacina (10ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA;
(0,1ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA, (0,3pg/mL) e indometacina (1ug/mL) +
PLA, (1pg/mL) no ritmo de filtragdo glomerular, em rim isolado de ratos. Analise

estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando
p<0,05. *Comparagéao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo
30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®bloqueio do efeito da PLA;, no

mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, IND = Indometacina.
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Figura 51. Efeitos da indometacina (10ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA;

(0,1ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA, (0,3pg/mL) e indometacina (1ug/mL) +

PLA, (1ug/mL) no transporte tubular de sédio, em rim isolado de ratos. Analise

estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando

p<0,05. *Comparagéao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo

30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. PLA,= Fosfolipase A, IND =

Indometacina.
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Figura 52. Efeitos da indometacina (10ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA,
(0,1ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA, (0,3pg/mL) e indometacina (1ug/mL) +
PLA, (1pug/mL) no transporte tubular proximal de sodio, em rim isolado de ratos.

Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,
considerando p<0,05. *Comparacgéao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do
grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®bloqueio do efeito

da PLA, no mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, IND = Indometacina.
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Figura 53. Efeitos da indometacina (10ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA;
(0,1ug/mL), indometacina (1pg/mL) + PLA;, (0,3ug/mL) e indometacina (1ug/mL) +
PLA, (1pg/mL) no transporte tubular de potassio, em rim isolado de ratos. Analise

estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando

p<0,05. *Comparagéao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo

30). *Comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo. “bloqueio do efeito da PLA, no

mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, IND = Indometacina.
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Figura 54. Efeitos da indometacina (10ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA;
(0,1ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA, (0,3pg/mL) e indometacina (1ug/mL) +
PLA, (1pg/mL) no transporte tubular proximal de potassio, em rim isolado de ratos.
Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,
considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do

grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. PLA,= Fosfolipase
Az IND = Indometacina.
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Figura 55. Efeitos da indometacina (10ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA;
(0,1ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA, (0,3pg/mL) e indometacina (1ug/mL) +
PLA2 (1pg/mL) no transporte tubular de cloreto, em rim isolado de ratos. Analise

estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando
p<0,05. *Comparagéo entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo
30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®bloqueio do efeito da PLA; no

mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, IND = Indometacina.
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Figura 56. Efeitos da indometacina (10ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA,
(0,1pug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA, (0,3pg/mL) e indometacina (1ug/mL) +
PLA, (1pg/mL) no transporte tubular proximal de cloreto, em rim isolado de ratos.

Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,
considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do
grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®bloqueio do efeito

da PLA,; no mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, IND = Indometacina.
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Figura 57. Efeitos da indometacina (10ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA;
(0,1ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA, (0,3pg/mL) e indometacina (1ug/mL) +
PLA, (1pg/mL) na excrecédo de sédio, em rim isolado de ratos. Analise estatistica foi
realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05.
*Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30).

#Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®bloqueio do efeito da PLA; no mesmo

periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, IND = Indometacina.
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Figura 58. Efeitos da indometacina (10ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA;
(0,1ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA, (0,3pg/mL) e indometacina (1ug/mL) +
PLA, (1pg/mL) na excregao de potassio, em rim isolado de ratos. Analise estatistica foi

realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05.
*Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30).
#Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®bloqueio do efeito da PLA; no mesmo

periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, IND = Indometacina.
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Figura 59. Efeitos da indometacina (10ug/mL), indometacina (1pg/mL) + PLA;
(0,1pug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA, (0,3pg/mL) e indometacina (1pug/mL) +
PLA, (1ug/mL) na excregéo de cloreto, em rim isolado de ratos. Analise estatistica foi
realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05.
*Comparacao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30).
#Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®bloqueio do efeito da PLA; no mesmo

periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, IND = Indometacina.
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Figura 60. Efeitos da indometacina (10ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA;
(0,1ug/mL), indometacina (1ug/mL) + PLA;, (0,3pg/mL) e indometacina (1ug/mL) +
PLA, (1pg/mL) na osmolaridade urinaria, em rim isolado de ratos. Analise estatistica foi
realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05.
*Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30).

#Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®bloqueio do efeito da PLA; no mesmo

periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, IND = Indometacina.
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Tabela 10

Percentual de transporte distal de sédio (%dTNa") com relagdo ao sodio tubular transportado em perfusdo de rim isolado

de ratos tratados com PLA; de Bunodosoma caissarum e bloqueio com indometacina

Tempo Controle IND PLA2 0,1 pg/mL PLA2 0,1 + IND PLA2 0,3 pg/mL PLA2 0,3 + IND PLA2 1 yg/mL PLA2 1 +IND
(min) (%)
30 534 + 031 6,03 + 0,26 537 =023 525 + 0,22 531 + 0,64 514 # 0,07 534 + 0,55 514 + 0,50
60 454 + 0,16 569 + 0,33 2,57 + 0,20%# 472 + 0,18a 232 + 034*# 436 * 0,97a 3,27 £ 0,55 594 + 1,06
920 496 * 0,20 460 + 0,35 2,46 * 0,10*# 480 =+ 0,31a 217 + 015*# 3,14 0,47* 3,18 + 0,18*# 745 + 133a
120 480 = 0,12 535 + 0,73 2,59 * 021*# 403 + 0,39a* 2,02 + 0,38*# 1,14 + 0,33# 429 + 0,56 467 + 047

%dTNa" = (dTNa" X 100) / TNa*, onde: TNa" = Saédio tubular transportado (Sédio filtrado e n&o excretado excretado — valor absoluto). Analise
estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de = Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagéo entre os diferentes
tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®Bloqueio do efeito
da PLA, na mesma concentragédo. PLA,= Fosfolipase A, IND = indometacina
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Tabela 11

Percentual de transporte distal de potassio (%dTK") com relagdo ao potassio tubular transportado em perfusdo de rim

isolado de ratos tratados com PLA; de Bunodosoma caissarum e bloqueio com indometacina

Tempo Controle IND PLA2 0,1 pg/mL PLA2 0,1 +IND PLA2 0,3 ug/mL PLA2 0,3 + IND PLA2 1 ug/mL PLA2 1 +IND
(min) (%)
30 6,24 t+ 0,36 797 £ 0,41 6,13 + 0,68 6,22 + 0,75 6,05 + 0,86 6,34 = 0,40 6,20 + 0,25 6,10 + 1,27
60 6,07 + 0,41 761 + 0,50 368 =+ 0,23 540 =+ 1,06 364 + 0,65 556 =+ 0,50 575 = 0,06 2,58 + 048a*#
90 570 + 0,92 6,50 + 0,37 383 + 0,28 299 * 0,23 310 + O0,18*# 6,78 1,32 566 + 0,06 3,06 + 0,74a
120 6,07 + 0,63 817 + 140 294 + 0,38 3,32 = 042 268 + 051"%# 3,83 + 2,05 520 + 0115* 1,68 = 017a*#

%dTK" = (dTK" X 100) / TK", onde: TK® = Potassio tubular transportado (Potassio filtrado e ndo excretado excretado). Anadlise estatistica foi
realizada pelo teste ANOVA (teste de = Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparacgao entre os diferentes tempos 60, 90 e
120 e o controle interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®Bloqueio do efeito da PLA, na
mesma concentragao. PLA,= Fosfolipase A, IND = indometacina



143

Tabela 12

Percentual de transporte distal de cloreto (%dTCI) com relagédo ao cloreto tubular transportado em perfusao de rim

isolado de ratos tratados com PLA; de Bunodosoma caissarum e bloqueio com indometacina

Tempo Controle IND PLA2 0,1 pg/mL PLA2 0,1 +IND PLA2 0,3 pg/mL PLA2 0,3 + IND PLA2 1 ug/mL PLA2 1 +IND
(min) (%)
30 4,00 + 0,23 515 + 0,27 4,00 *0,18 425 + 0,17 4,02 + 052 4,06 + 0,29 4,05 + 0,07 403 + 0,39
60 340 £ 0,24 587 + 0,33 3,25 + 045 374 = 0,15 1,73 + 0,25%# 3,78 + 0,24a 285 * 0,55 469 + 0,86
90 369 £ 0,15 475 + 0,35 2,57 + 0,12*%# 3,83 * 0,25a 1,65 £ 0,10%# 504 + 090a 260 = 015 593 + 1,11a
120 348 £ 0,09 564 + 0,79 2,63 + 0,05*# 3,21 + 0,32*a 150 + 0,28*# 348 2,15 3,70 =+ 0,59 369 + 041

%dTCI = (dTCI" X 100) / TCI', onde: TCI' = Cloreto tubular transportado (Cloreto filtrado e ndo excretado — valor absoluto). Analise estatistica foi
realizada pelo teste ANOVA (teste de = Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparacgao entre os diferentes tempos 60, 90 e
120 e o controle interno do grupo (tempo 30). *Comparagao com controle externo na mesma faixa de tempo. “Bloqueio do efeito da PLA, na
mesma concentragdo. PLA,= Fosfolipase A, IND = indometacina
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5.7 Estudo da participacao da endotelina nos efeitos renais da Fosfolipase A, de

Bunodosoma caissarum em perfusido de rim isolado

Com o objetivo de investigar a participagdo da endotelina na agao renal
desta PLA; realizou-se o bloqueio com tezosentan (TZ — antagonista dos receptores de
endotelina, 3ug/mL) .

Apos avaliagao dos efeitos da PLA; do extrato bruto de B. caissarum em trés
diferentes concentragcdos observou-se que nenhuma destas apresentou efeito
expressivo diante das demais, optando-se por realizar bloqueio das duas menores
concentragaos.

Tezosentan foi adicionado aos 30 minutos de experimento para realizagao do
grupo controle. Nos experimentos para avaliacdo do bloqueio, o TZN foi adicionado no
inicio do experimento (tempo=0) e PLA; foi adicionada aos 30 minutos, de um
experimento com duragao total de 120 minutos. Tezosentan sozinho n&o alterou
nenhum parametro entre os avaliados na hemodinamica renal.

Com relagao a PLA; na concentragao de 0,3ug/mL o tezosentan bloqueou a
elevacao do fluxo urinario aos 90 e 120 minutos (figura 63) e ritmo de filtragcéo
glomerular aos 60, 90 e 120 minutos (figura 64). As elevagdes dos transportes proximal
de sodio e total de cloreto foram bloqueados aos 120 minutos (figuras 66 e 69,
respectivamente). Ocorreu bloqueio dos efeitos da PLA2 sobre as excrec¢des de sédio e
potassio aos 90 e 120 minutos (figura 71 e 72) e cloreto aos 60, 90 e 120 minutos
(figura 73). A elevacao da osmolaridade urinaria foi bloqueada aos 90 e 120 minutos
(figura 74) e os transportes distais de sodio e cloreto aos 60, 90 e 120 minutos (tabelas
13 e 15).

Esta concentragao nao bloqueou o efeito da PLA, sobre pressao de perfusao
(figura 61), resisténcia vascular renal (figura 62), transportes totais de sédio (figura 65) e
potassio (figura 67), proximais de potassio (figura 68) e cloreto (figura 70) e distal de
potassio (tabela 14).

Na concentragao menor (0,1ug/mL) ocorreu bloqueio da elevagao do ritmo

de filtracdo glomerular aos 90 e 120 minutos (figura 64), transporte tubular total de
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sodio aos 90 e 120 minutos (figura 66) e cloreto aos 60, 90 e 120 minutos (figura 70). O
TZN bloqueou a elevagao da excrecao de sodio e cloreto aos 90 e 120 minutos (figuras
71 e 73) (figuras 71 e 73) e osmolaridade urinaria aos 60, 90 e 120 minutos (figura 74).

Esta concentracdo ndo bloqueou o efeito da PLA; sobre a pressado de
perfusdo (figura 61), resisténcia vascular renal (figura 62), fluxo urinario (figura 63),
transportes totais de sodio (figura 65), potassio (figura 67) e cloreto (figura 69), proximal
de potassio (figura 68), excrecao de potassio (figura 72) e distal de sodio, potassio e
cloreto (tabelas 13-15).
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Figura 61. Efeitos do Tezosentan (3ug/mL), Tezosentan (3ug/mL)+ PLA;
(0,1ug/mL) e Tezosentan (3ug/mL)+ PLA; (0,3ug/mL) na pressao de perfusdo, em rim

isolado de ratos. Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de

Student, considerando p<0,05. *Comparagéao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno
do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. *bloqueio do efeito
da PLA, no mesmo periodo de tempo. °significancia com relagdo ao mesmo grupo no tempo 60 minutos.

PLA,= Fosfolipase A, TZN = Tezosentan.
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Figura 62. Efeitos do Tezosentan (3ug/mL), Tezosentan (3pg/mL)+ PLA; (0,1ug/mL) e
Tezosentan (3ug/mL)+ PLA; (0,3ug/mL) na resisténcia vascular renal, em rim isolado de

ratos. Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,
considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do
grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. “bloqueio do efeito da
PLA, no mesmo periodo de tempo. °significancia com relagdo ao mesmo grupo no tempo 60 minutos.

PLA,= Fosfolipase A, TZN = Tezosentan.
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Figura 63. Efeitos do Tezosentan (3pg/mL), Tezosentan (3ug/mL)+ PLA, (0,1ug/mL) e
Tezosentan (3ug/mL)+ PLA; (0,3pg/mL) no fluxo urinario, em rim isolado de ratos.

Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,
considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do
grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®bloqueio do efeito da

PLA, no mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, TZN = Tezosentan.
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Figura 64. Efeitos do Tezosentan (3ug/mL), Tezosentan (3ug/mL)+ PLA; (0,1ug/mL) e
Tezosentan (3ug/mL)+ PLA; (0,3ug/mL) no ritmo de filtragdo glomerular, em rim isolado

de ratos. Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,

considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do
grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. *bloqueio do efeito da

PLA,; no mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, TZN = Tezosentan.
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Figura 65. Efeitos do Tezosentan (3pg/mL), Tezosentan (3ug/mL)+ PLA, (0,1ug/mL) e
Tezosentan (3ug/mL)+ PLA; (0,3pg/mL) no transporte tubular total de soédio, em rim

isolado de ratos. Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de

Student, considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno
do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. PLA,= Fosfolipase
Az TZN = Tezosentan.
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Figura 66. Efeitos do Tezosentan (3ug/mL), Tezosentan (3pg/mL)+ PLA; (0,1ug/mL) e
Tezosentan (3ug/mL)+ PLA; (0,3ug/mL) no transporte tubular proximal de sodio, em rim

isolado de ratos. Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de

Student, considerando p<0,05. *Comparagéao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno
do grupo (tempo 30). *Comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo. “bloqueio do efeito

da PLA, no mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, TZN = Tezosentan.
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Figura 67. Efeitos do Tezosentan (3pg/mL), Tezosentan (3ug/mL)+ PLA, (0,1ug/mL) e
Tezosentan (3ug/mL)+ PLA; (0,3ug/mL) no transporte tubular total de potassio, em rim
isolado de ratos. Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de
Student, considerando p<0,05. *Comparacgao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno

do grupo (tempo 30). #Comparagédo com controle externo na mesma faixa de tempo. PLA,= Fosfolipase
A, TZN = Tezosentan.
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Figura 68. Efeitos do Tezosentan (3ug/mL), Tezosentan (3pg/mL)+ PLA; (0,1ug/mL) e
Tezosentan (3ug/mL)+ PLA; (0,3ug/mL) no transporte tubular proximal de potassio, em

rim isolado de ratos. Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t

de Student, considerando p<0,05. *Comparacgao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle
interno do grupo (tempo 30). *Comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo. PLA,=

Fosfolipase A, TZN = Tezosentan.
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Figura 69. Efeitos do Tezosentan (3pg/mL), Tezosentan (3ug/mL)+ PLA, (0,1ug/mL) e
Tezosentan (3ug/mL)+ PLA; (0,3ug/mL) no transporte tubular total de cloreto, em rim

isolado de ratos. Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de

Student, considerando p<0,05. *Comparacgao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno
do grupo (tempo 30). *Comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo. “bloqueio do efeito
da PLA, no mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, TZN = Tezosentan.
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Figura 70. Efeitos do Tezosentan (3pg/mL), Tezosentan (3ug/mL)+ PLA, (0,1ug/mL) e
Tezosentan (3ug/mL)+ PLA; (0,3ug/mL) no transporte tubular proximal de cloreto, em
rim isolado de ratos. Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t

de Student, considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle
interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. *bloqueio do
efeito da PLA, no mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, TZN = Tezosentan.
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Figura 71. Efeitos do Tezosentan (3ug/mL), Tezosentan (3pg/mL)+ PLA; (0,1ug/mL) e
Tezosentan (3ug/mL)+ PLA; (0,3ug/mL) na excre¢ao de sodio, em rim isolado de ratos.

Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,
considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do
grupo (tempo 30). *Comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo. “bloqueio do efeito da

PLA; no mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, TZN = Tezosentan.
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Figura 72. Efeitos do Tezosentan (3ug/mL), Tezosentan (3pg/mL)+ PLA; (0,1ug/mL) e
Tezosentan (3ug/mL)+ PLA; (0,3ug/mL) na excregdo de potassio, em rim isolado de
ratos. Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,

considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do
grupo (tempo 30). *Comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®bloqueio do efeito da

PLA, no mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, TZN = Tezosentan.
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Figura 73. Efeitos do Tezosentan (3ug/mL), Tezosentan (3pg/mL)+ PLA; (0,1ug/mL) e
Tezosentan (3pg/mL)+ PLA; (0,3ug/mL) na excregao de cloreto, em rim isolado de
ratos. Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,

considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do
grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. *bloqueio do efeito da

PLA, no mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, TZN = Tezosentan.
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Figura 74. Efeitos do Tezosentan (3ug/mL), Tezosentan (3ug/mL)+ PLA, (0,1ug/mL) e
Tezosentan (3ug/mL)+ PLA; (0,3ug/mL) sobre a osmolaridade urinaria, em rim isolado

de ratos. Analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,

considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do
grupo (tempo 30). *Comparagdo com controle externo na mesma faixa de tempo. ®bloqueio do efeito da
PLA; no mesmo periodo de tempo. PLA,= Fosfolipase A, TZN = Tezosentan.
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Percentual de transporte distal de sédio (%dTNa") com relagdo ao sodio tubular transportado em perfusdo de rim isolado

de ratos tratados com PLA; de Bunodosoma caissarum e bloqueio com tezosentan

Tempo Controle TZN PLA2 0,1 PLA2 0,1 + TZN PLA2 0,3 PLA2 0,3 + TZN
(min) (%) Hg/mL Hg/mL
30 534 £ 0,31 442 £045 537 + 0,23 5,34 £ 0,71 5,31 + 0,64 541 + 0,48
60 454 + 0,16 439 £ 0,20 2,57 £ 0,20"% 4,48 + 0,72 2,32 + 0,34*# 3,96 * 0,35°
90 496 + 0,20 458 0,52 246 +0,10"% 4,09 + 0,89 2,17 + 0,15*%# 4,23 * 0,24°
120 480 £ 0,12 3,77 £ 0,17 2,59 £ 0,21"# 4,84 + 1,23 2,02 + 0,38*# 6,53 + 0,44%"

%dTNa" = (dTNa" X 100) / TNa", onde: TNa" = Sddio tubular transportado (Saédio filtrado e néo excretado excretado — valor absoluto). Analise
estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de = Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes
tempos 60, 90 e 120 e o controle interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. “Bloqueio do efeito
da PLA; na mesma concentragédo. PLA,= Fosfolipase A, TZN = Tezosentan



Tabela 14

161

Percentual de transporte distal de potassio (%dTK") com relagdo ao potassio tubular transportado em perfusdo de rim

isolado de ratos tratados com PLA; de Bunodosoma caissarum e bloqueio com tezosentan

Tempo Controle TZN PLA2 0,1 PLA2 0,1 + TZN PLA20,3 PLA2 0,3 + TZN
(min) (%) Hg/mL Hg/mL
30 624 + 0,36 6,40 + 0,62 6,13 + 0,68 6,29 + 0,77 6,05 + 0,86 6,39 + 0,47
60 6,07 + 0,41 6,54 + 0,36 3,68 = 0,23 4,56 + 0,90 364 +065 355 + 0497
90 570 + 0,92 6,54 +0,75 3,83 +0,28% 3,82 + 1,70 3,10 + 0,18% 3,39 + 0,23%
120 6,07 + 0,63 531 +£0,22 294 + 0,38 430 + 1,24 268 +051% 503 + 0,43

%dTK" = (dTK" X 100) / TK®, onde: TK® = Potassio tubular transportado (Potassio filtrado e ndo excretado excretado). Andlise estatistica foi
realizada pelo teste ANOVA (teste de = Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagao entre os diferentes tempos 60, 90 e
120 e o controle interno do grupo (tempo 30). #Comparagéo com controle externo na mesma faixa de tempo. *Bloqueio do efeito da PLA, na
mesma concentragdo. PLA,= Fosfolipase A, TZN = Tezosentan
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Tabela 15

Percentual de transporte distal de cloreto (%dTCI") com relagédo ao cloreto tubular transportado em perfusao de rim

isolado de ratos tratados com PLA,; de Bunodosoma caissarum e bloqueio com tezosentan

Tempo Controle TZN PLA2 0,1 PLA2 0,1 + TZN PLA20,3 PLA2 0,3 + TZN
(min) (%) Hg/mL Hg/mL
30 4,00 + 0,23 3,80 + 0,38 4,00 + 0,18 4,06 + 0,53 4,02 + 052 413 +0,35
60 340 + 0,24 3,79 + 0,17 3,25 + 0,45 3,60 + 0,60 1,73 + 0,25% 290 + 0,26™
90 369 + 015 3,98 + 046 257 +0,12% 3,30 + 0,74 1,65 + 0,10% 3,06 + 0,17
120 348 + 0,09 3,27 +015 2,63 +0,05% 3,95 + 1,06 1,50 + 0,28% 4,82 + 0,30%*

%dTCI = (dTCI' X 100) / TCI', onde: TCI' = Cloreto tubular transportado (Cloreto filtrado e ndo excretado — valor absoluto). Analise estatistica foi
realizada pelo teste ANOVA (teste de = Bonferroni) e teste t de Student, considerando p<0,05. *Comparagéao entre os diferentes tempos 60, 90 e
120 e o controle interno do grupo (tempo 30). *Comparagao com controle externo na mesma faixa de tempo. “Bloqueio do efeito da PLA; na
mesma concentragdo. PLA,= Fosfolipase A, TZN = Tezosentan.
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5.8 Estudo da expressao génica da adenosina, renina, TNF-a e interleucina 18

(IL1B) em rins perfundidos com Fosfolipase A, de B. caissarum (0,1ug/mL)

Os resultados foram expressos em relacdo ao gene 18S rRNA (Controle).
Observou-se aumento significativo da expressao relativa de TNFa (C = 1,00 £ 0,00 vs.
PLA2 = 1,116 + 0,033, com p<0,0001 — Figura 75) e do receptor de adenosina A2a (C
= 1,0 £ 0,01 vs. PLA2 = 1,238 + 0,043*, com p<0,0001 — Figura 76). Entretanto n&o
houve diferenga estatistica nos resultados encontrados para os demais genes
estudados (renina, IL-13, Receptores A1, A2b e A3).

MM CN

' h'd

Controle PLA,

1.25 *

1.00

0.75-

0.50

0.25-

Expressao relativa TNFa

0.00

Controle PLA A2

Figura 75. Expresséo relativa de TNFa em rins perfundidos com solucédo de Krebs
Henseleit (controle) ou tratados com a fosfolipase A, (PLAZ) isolada da anémona

marinha B. caissarum. Analise estatistica foi realizada pelo teste t de Student, considerando p<0,05.
* p<0,05 com relagdo ao controle. MM = Massa molecular. CN = Controle negativo.
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Figura 76. Expressao relativa do receptor Ay, de adenosina em rins perfundidos com
solugédo de Krebs Henseleit (controle) ou tratados com a fosfolipase A, (PLA;) isolada

da anémona marinha B. caissarum. Analise estatistica foi realizada pelo teste t de Student,

considerando p<0,05. * p<0,05 com relagéo ao controle. MM = Massa molecular. CN = Controle negativo.
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5.9 Resumos dos principais efeitos causados pela presenca do extrato bruto e da PLA2 da anémona marinha

Bunodosoma caissarum em perfusido de rim isolado.

Quadro 2. Resumo dos efeitos do extrato bruto de B. caissarum em perfuséo de rim isolado e bloqueios com
Indometacina e tezosentan
1 - aumento do efeito; | - diminui¢cdo do efeito; a — bloqueio do efeito de BcE. BcE — Extrato bruto de B. caissarum.

Grupo PP RVR FU RFG TNa® pTNa® TK' pTK" TCI" pTCI' ENa" EK* ECI" UOSM dTNa® dTK" dCI
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Quadro 3. Resumo dos efeitos da PLA, de B. caissarum em perfusao de rim isolado e bloqueios com indometacina

1 - aumento do efeito; | - diminui¢cao do efeito; a — bloqueio do efeito de PLA,. PLA; — Fosfolipase Az, IND - Indometacina

Grupo pp RVR FU RFG TNa* pTNa* TK* pTK' TCI' pTCI ENa®* EK* ECI" UOSM dTNa' dTK® dCI
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Quadro 4. Resumo dos efeitos da PLA, de B. caissarum em perfusdo de rim isolado e bloqueios com Tezosentan
1 - aumento do efeito; | - diminuigao do efeito; a — bloqueio do efeito de PLA,. PLA; — Fosfolipase Az, IND — Indometacina

Grupo PP RVR FU RFG TNa" pTNa® TK" pTK® TCI' pTCI' ENa® EK" ECI' UOSM dTNa" dTK" dCr

(o,f:fg?rfm) T 1 d a ! | a a a
+
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6. DISCUSSAO

6.1 Extrato Bruto de B. Caissarum

Estudos prévios tém descrito diversos efeitos das anémonas marinhas, como
atividade hemolitica (Bernheimer and Avigad, 1976; Mebs and Gebauer,1980; Macek
and Lebez,1981; Mebs et al., 1983; Monroy-Estrada et al., 2006), cardiaca (Bunc et al.,
1999; Galettis and Norton, 1990) e neurotéxica (Wang et al., 2004; Lagos et al., 2001;
Kawai et al., 2004; Fogh et al .,1990).

Diversos venenos isolados de outros animais, como serpentes (Havt et al, 2001;
Martins et al., 1998, 2002; Barbosa et. al.,2002, 2005), algas (Nobre et. al., 2001),
peixes (Facé et. al., 2003), plantas (Havt et al., 2003) e escorpides (Alves, et. al, 2005)
, afetam a hemodinamica renal em perfusédo de rim isolado, o que ja foi demonstrado
em nosso grupo através dos trabalhos citados.

Mizuno et al. (2007) mostraram que o veneno da anémona marinha Phyllodiscus
semoni induz varias injurias renais apds injegao intravenosa em ratos. Este efeito
parece se caracterizar por anormalidades glomerulares, com severo dano no endotélio
glomerular e alteragbes patoldgicas, incluindo mesangiolise e lesdo do epitélio
glomerular, com extensiva lesdo no epitélio tubular e necrose epitelial tubular do cértex
para a medula, além de necrose tubular renal.

O extrato bruto de Bunodosoma caissarum causou intensas alteragdes renais,
com elevacao da pressao de perfusédo, resisténcia vascular renal e fluxo urinario nas

trés concentracaos estudadas. Foram observadas disparidades entre os efeitos das trés
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concentragaos, com diminuicdo do ritmo de filtracido e excrecdo de potassio na menor
concentragao, enquanto as demais promoveram elevacao destes parametros.

As excregoes de sodio, potassio e cloreto foram elevadas pelas concentragaos
de 3pg/mL e 10ug/mL. Na concentragao de 3ug/mL houve diminuicdo dos transportes
totais e proximal de cloreto, assim como no transporte total de sédio com relacdo ao
controle externo. Esta concentracdo também promoveu diminuicdo dos transportes
distais de sodio, potassio e cloreto, o que pode ter contribuido para o aumento na
excrecao destes eletrolitos. A concentragdo de 10ug/mL promoveu alteragdes discretas
no transporte total de potassio quando comparado ao controle externo e, mesmo sem
alterar os transportes distais de sodio, potassio e cloreto, esta concentragdo promoveu
aumento na excregao destes eletrdlitos comparavel a concentragdo de 3ug/mL, o que
pode ser justificar pelo aumento na filtragdo glomerular destes ions na concentragao de
10ug/mL, que promoveu um aumento no ritmo de filtragdo glomerular superior a
concentragao de 3ug/mL.

A pressao de perfusdo e a resisténcia vascular periférica foram alteradas pelas
trés concentragdos estudadas, todavia a elevagdo destes parametros foi mais
evidenciada na concentragado de 3ug/mL, que utilizamos nos experimentos com leito
vascular mesentérico com a finalidade de verificar a acdo vascular deste extrato.
Todavia conforme os resultados obtidos fiou evidente que o extrato bruto de B.
caissarum nao exerce efeitos diretos em vasos de resisténcia e que a elevagao de
pressao de perfusdo e resisténcia vascular periférica podem ocorrer através da
liberacdo de mediadores vasoativos, enfatizando-se a acéo indireta deste extrato sobre

estes parametros.
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Indometacina e Tezosentan foram usados para avaliar o possivel papel da
cicloxigenase e da endotelina na mediacédo dos efeitos renais do extrato bruto de B.
caissarum. Os experimentos com leito vascular mesentérico permitiram observar que o
extrato de B. caissarum n&o alterou a pressao de perfusdo basal e nem no leito
vascular pré-contraido com fenilefrina. Estes resultados enfatizam o que ja comentamos
sobre a elevacao da pressao de perfusdo e resisténcia vascular renal ocorrerem por
acao indireta deste extrato na vasculatura. Uma explicacao possivel € que B. caissarum
promova a liberacdo de substancias sintetizadas pelas células renais, como
prostaglandinas, citocinas, bradicinina, fragbes do complemento, fator de agregacéo
plaquetari (Barraviera et. al., 1995; Facé et. al.,, 2003) e/ou endotelina (Chen et. al.,
2002).

Indometacina inibiu fortemente os efeitos do extrato bruto de B. caissarum.
Catella-Lawson (1999) mostraram que o uso de indometacina € importante na inibigao
de ambas as isoformas de COX, causando aumento transitério na retencdo de sédio
(mediado pela inibicdo de COX 2) e o declino da taxa de filtragdo glomerular (devido a
inibicdo de COX 1). Em nossos experimentos indometacina bloqueou os efeitos do
extrato bruto de B. caissarum ( 3ug/mL) e Isoladamente a indometacina promoveu
discreta elevacdo da osmolaridade urinaria, todavia mesmo diante deste efeito a
indometacina foi eficiente no bloqueio das alteragdes de Uosm na presenca do extrato
bruto de B. caissarum.

O bloqueio exercido pelo tratamento com indometacina mostrou que as
prostaglandinas e os demais derivados da acdo da COX parecem exercer um

importante papel na mediacéo dos efeitos do extrato bruto de B. caissarum em perfus&o
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de rim isolado, fato este que nao exclui a possibilidade de participacdo de outros
mediadores.

O mecanismo de excrecao renal de sodio exercido pelo extrato bruto de B.
caissarum pode apresentar semelhangas com aquele sugerido por Lopes et al. (2004)
para bradicinina (BK). Segundo estes autores a bradicinina, através dos receptores
especificos (B2), estimula a liberagdo de uma fosfolipase A, BK-induzida, cuja atividade
libera acido araquidonico (AA) dos fosfolipidios de membrana que sofre agdo da
cicloxigenase e conversdao a prostaglandina E, (PGE;), que seria o mediador
responsavel pelos efeitos inibitdérios da bradicina, caracterizados pela inibicdo da agao
da bomba de Na+-K+/ATPase na membrana basolateral das células tubulares renais. A
inibicdo desta bomba diminui a geragédo de um gradiente eletroquimico para o sédio na
direcdo luz tubular-interior celular, o que retém sodio na luz tubular e aumenta sua
excrecdo, assim como altera os fendmenos de reabsorgcéo/excre¢cao por simporte,
antiporte, fluxo de massa e transportes ativo e passivo de diversas substancias que
dependem deste gradiente gerado pela bomba de Na*-K'-ATPase basolateral. O
aumento da reabsorgédo de sédio apos inibicdo da sintese de prostaglandinas parece
ocorrer, em parte, pela estimulagdo da bomba de Na*-K*-ATPase, o que corrobora a
veracidade do mecanismo descrito (Lee et al., 2004).

Prostanodides como PGIl, e PGE; parecem também atuar nos transportes de
sédio e potassio através do sistema renina-angiotensina, efeito este que se contrapde
aos efeitos citados anteriormente. De fato, o que determina qual efeito estas
prostaglandinas assumem na regulagao do balango de sédio (PGE->) e potassio (PGl; e
possivelmente PGE;) parecem ser as condi¢cdes basais do balango fisiolégico de sédio.

Acredita-se que em situagdes em que a agao do sistema renina-angiotensina esta
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diminuida ou insuficiente para manter o balancgo eletrolitico, 0 aumento na expressao de
COX-2 e sintese de PGs ativa a sintese e liberacédo de renina, levando ao aumento da
atividade de angiotensna |l e aldosterona resultando no aumento da reabsorcao tubular
com restabelecimento da homeostase. Uma vez que isto ocorre, a expressao de COX-2
€ reduzida através da inibicdo por angiotensina Il, e a producéo e liberagdo de renina
sao reduzidas (Harris, 2002).

Os niveis basais de prostaglandinas (principalmente PGl, e PGE;) sao
importantes na manutengao do fluxo sanguineo renal e do ritmo de filtragdo glomerular
e diminuicdo dos niveis destes eicosandides pode comprometer a fungao renal, assim
como uso indiscriminado de antiinflamatorios ndo esteroidais, como a indometacina,
podem provocar importantes alteracdes na funcao renal, que podem ser mediadas por
inibicdo da sintese de prostaglandinas, inibicdo da fosforilagdo oxidativa, disfungao
mitocondrial e alteragbes na borda em escova do epitélio tubular renal (microvilos da
membrana) (Harris, 2002; Basivireddy et al., 2005). Horménios locais no rim também
parecem exercer um importante papel regulatério na natriurese e diurese, como o
pepetidio nattriurétrico atrial e 6xido nitrico. Ambos atuam pelo caminho da guanilil
ciclase, que € inibido pela indometacina, gerando retengédo de sodio e agua (Lee et. al.,
2004).

O peptidio vasoconstrictor endotelina apresenta uma variedade de efeitos
farmacologicos no sistema cardiovascular e em outros sistemas, como o rim (Masaki,
1998). A principal endotelina produzida no rim é a isoforma | (ET-1), através das células
mesangiais, sendo a vasculatura renal particulamente sensivel aos efeitos
vasoconstrictores deste peptideo quando comparado com outros vasos (Benigni et. al.,

1993; Herman et al., 1998). A infusdo de ET-1 exdgena reduz fluxo plasmatico renal e



174

filtracdo glomerular, com aumento da resisténcia vascular renal. Estes efeitos sao
parcialmente ou completamente prevenidos por antagonistas dos receptores de
endotelina (Cheng and Harris, 2004; Sorokin e Kohan, 2003).

No presente trabalho nés testamos os efeitos do tezosentan, um antagonista
competitivo com elevada afinidade pelos receptores ETA e ETB e maior poténcia no
subtipo ETA (Clozel et al., 1999). Tezosentan na concentragdo de 3 pg/mL nao
promoveu alteragdes dos parametros renais estudados.

Tezosentan bloqueou parcialmente os efeitos do extrato bruto de B. caissarum,
sendo seus principais efeitos na pressdo de perfusdo e resisténcia vascular renal,
fendbmenos vasculares diretamente afetados pela vasoconstriccdo mediada pela
endotelina. Ocorreu diminuicdo dos efeitos do extrato bruto sobre FU, UOSM, ENa’,
EK®, ECI de forma menos pronunciada do que com indometacina. A adicdo de
tezosentan ao extrato bruto de B. caissarum promoveu diminuicdo dos transportes
tubulares distais de sodio e cloreto, com aumento dos transportes totais destes
eletrélitos e reducdo na excrecdo dos mesmos. No caso do cloreto essa diminui¢do da
excregao provavelmente ocorreu pelo aumento no transporte proximal deste eletrdlito, o
que ocorreu também para o sodio, mas este dado nao apresentou significancia
estatistica.

Nossos resultados sugerem que endotelina pode ser um importante mediador
nas alteracdes renais induzidas pelo extrato bruto de B. caissarum, o que parece ser
causado por danos nas células mesangiais ou epitélio glomerular, como demonstrado
por Mizuno et. al. (2007) em outras espécies de anémonas marinhas.

Os mecanismos envolvidos na mediagdo dos efeitos renais do extrato bruto e

PLA,; sao complexos e nao foram completamente elucidados pela nossa pesquisa,
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diante dos dados obtidos propomos os seguintes mecanismos de agao para o extrato

bruto:
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6.2 Fosfolipase A; de B. Caissarum

Nos Cnidarios a PLA; pode estar presente em tecidos da cavidade
gastrovascular (tecido digestivo — gastroderme) e nematocistos dos tentaculos
(Nevalainen et al., 2004). Em nossos experimentos utilizamos o extrato bruto de B.
caissarum obtido dos tentaculos o que exclui a presenca de PLA; da cavidade
gastrovascular e concentra esta enzima oriunda dos nematocistos.

Como observados em nossos resultados, a fosfolipase A, do extrato bruto de B.
caissarum é uma fosfolipase de Classe Ill, mesmo grupo das abelhas (KUCHLER et.
al., 1989) invertebrados, como as aguas vivas (LOTAN et al., 1995), mamangaba
(HOFFMAN et al., 1997) e escorpidao (ZAMUDIO et al., 1997; CONDE et al., 1999).

Algumas outras fosfolipases A, de animais marinhos ja foram isoladas, como as
estrelas do mar Asteria pectinifera (Kishimura et. al, 2000) e Acanthaser planci (Shiomi
et al., 1998) que podem ser agrupadas nos grupos das PLAZ2s secretorias | e Il (Six e
Dennis, 2000) baseando-se na homologia estrutural com venenos de serpentes e PLAs
de mamiferos (Nevalainen et al., 2004). Também ja foram isoladas fosfolipases A; do
veneno do caracol marinho Cone magus, grupo IX (Mclintosh et. al., 1995), anémonas
marinhas, como A. Carciniopados (Talvinen e Nevalainen, 2002) e Aiptasia pallida
(Grotendorst e Hessinger, 1999), aguas-vivas, como Rhopilema Nomadica (Lotan et al.,
1995) e atividade fosfolipasica de esponjas marinhas (Porifera) como Cymbastela
coralliophila, Spirastrella vagabunda e Theonella swinhoei, todavia ainda ndo foram
sequenciadas (Nevalainen et al., 2004).

Na pressado de perfusdo a concentragdo maior promoveu um pico pressoérico

mais precoce que as demais, todavia em pouco tempo a pressao retornou a niveis nao



177

significativos, o que nao ocorreu com as concentragcdos menores que sustentaram a
elevagao da pressao por mais tempo.

A concentragao de 0,1ug/mL apresentou um efeito semlehante a agao/ativacao
do sistema renina-angiotensina-aldosterona, com elevacdo nos transporte tubulares
proximal de sédio e cloreto e elevagao substancial da excrecao de potassio. Enquanto
que as concentracaos maiores apresentaram efeitos proximos a drogas diuréticas
poupadoras de potassio ou antagonistas de receptores da aldosterona, com aumento
nos transportes total e proximal de potassio e acentuada excregcao de sédio e cloreto.
Esse aumento na excregao de eletrdlitos pode ter sido fundamental na elevagédo da
osmolaridade urinaria, cujo controle na perfusdo de rim isolado fica livre da influéncia da
vasopressina.

Em nosso grupo outras fosfolipases A, de venenos ja foram estudadas na
perfusdo de rim isolado, como as PLAzs das serpentes Bothrops moojeni que
apresentou como efeitos aumento da PP, RVR, FU e RFG e diminuicdo do transporte
de sodio, efeitos distintos daqueles observados no veneno total desta serpente
(Barbosa et al., 2002) e PLA, de Bothrops insularis , uma miotoxina que apresentou
como efeitos renais aumento da PP, RVR, FU e RFG e diminuicdo dos transportes de
sodio e cloreto (Braga et al., 2007).

As fosfolipases de venenos apresentam uma grande diversidade molecular com
formas cataliticamente ativas ou inativas. Desta forma, os efeitos toxicos das PLAs de
venenos podem ndo ser atribuidos a sua atividade catalitica, sugerindo que elas podem
ligar-se a alvos protéicos (Valentin et. al., 1999).

Para verificagdo dos efeitos vasculares da fosfolipase A, procedemos a

realizagdo dos experimentos em leito vascular mesentérico, cujos dados reproduziram
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os efeitos observados para o extrato bruto, sugerindo-se um efeito vascular indireto,
necessitando desta maneira de pesquisarmos a participagdo de quais mediadores
estariam influenciando nos efeitos renais desta PLA;.

Diferentemente do que ocorreu para o extrato bruto, a PLA, ndo apresentou
nenhuma concentragdo com caracteristicas que justificassem o prosseguimento dos
experimentos com a mesma, optando-se desta maneira por realizarmos o bloqueio com
indometacina nas trés concentracdos estudadas e com tezosentan nas duas
concentragaos menores.

Os efeitos da adicdo de indometacina ndo alteraram substancialmente os
fendmenos vasculares pressao de perfusdo e resisténcia vascular renal, assim como
FU e RFG, o que sugere pouca ou nenhuma participagao efetiva dos derivados da COX
na mediacao das alteracdes destes parametros.

Ocorreu bloqueio dos efeitos da PLA; no transporte proximal de sédio e cloreto,
assim como bloqueio da excrecdo de potassio e cloreto, com diminuicdo da excrecao
de sodio, o que provocou elevacdo dos transportes destes trés eletrdlitos,
provavelmente pelo bloqueio, mesmo que discreto, dos efeitos da PLA; nos transportes
distais de sodio e cloreto e diminuicdo da excrecdo de sddio, cloreto e potassio. A
diminuicido da excrecao de eletrdlitos pode ter colaborado para o bloqueio parcial da
elevagao da osmolaridade urinaria.

O tezosentan foi mais eficaz no bloqueio dos efeitos da concentracio
intermediaria, ndo alterando os efeitos da PLA,; nos parametros vasculares pressao de
perfusdo e resisténcia vascular renal. Diante destes dados tezosentan foi eficaz no

bloqueio da excregdo de eletrdlitos, provavelmente pela elevagdo dos transportes
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distais, todavia neste contexto seu principal efeito consistiu em poupar a perda de
potassio ocasionada pela PLA,.

A indometacina promoveu um bloqueio mais eficaz do que o tezosentan com
relacdo aos efeitos renais do extrato bruto de B. caissarum e sua fragdo de PLA,. A
atividade da cicloxigenase parece ser estimulada por ET-1, resultando primariamente
num aumento de PGE; e discreto aumento de tomboxano A; e indugcdo de PLA; e
COX-2 via receptor ETA. Estes achados podem explicar o porque de tezosentan ter
inibido somente parcialmente os efeitos renais do extrato bruto de B. caissarum e sua
fracdo PLA, e indometacina ter exercido uma inibicdo mais afetiva (Fukunaga et al.,
1996).

Diante dos dados observados optamos por investigar a participagdo de outros
mediadores na mediagdao dos efeitos da fracdo de PLA,, sendo investigada a
participacao de renina, adenosina (A1, Aza, Az € A3), TNF-a e IL-13. Para esta etapa
dos experimentos utilizamos a rins perfundidos com menor concentragdao de PLA;
testada (0,1ug/mL)

O grupo tratado com PLA; de B. caissarum apresentou alteragcdo na expressao
génica de TNF- a e receptor A, de adenosina e o receptor A; de adenosna foi o
receptor menos expresso no rim.

A PLA, promoveu aumento da expressao génica de TNF- a, o que pode ter
ocorrido porque o efeito inflamatério local promovido pela PLA; € uma reacao de fase
aguda, nas quais TNF- a se eleva.

O TNFa é o mais importante e o mais estudado fator de necrose tumoral. Para

Loyola et al (2005) sua fungédo esta diretamente ligada ao aumento da expresséo de
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todas as citocinas pro-inflamatdrias, a ativagao da transcricdo de fatores nucleares e,
especialmente, do fator NF-kb, responsavel pela sua ativacao.

O TNFa também é extremamente citotdxico, aspecto verificado em diversos
estudos com células cultivadas in vitro, e também causador de necrose hemorragica em
tumores in vivo. Corroborando com a visao de Prieto et al (2004) estes fatores irdo
depender diretamente da concentracdo da citocina, e da atuacdo em células préximas
ou em outros tecidos, promovendo ativagdo leucocitaria, aumentando a jungdo dos
vasos e estimulando a producédo de outras citocinas como as IL-1, IL-6 e IL-8, bem
como o estimulo a ativagdo dos linfécitos T e B. Por outro lado, atuando de modo
enddcrino, as reagdes serao sistémicas e estimulardo, principalmente, as atividades de
ordem hepatica, producdo de citocinas IL-1 e IL-6, além dos sistemas de coagulacéo,
inducao da febre e a proliferacdo de células hematopoiéticas, levando ao estado de
caquexia.

Todavia a expressao destas citocinas, como IL-1B ocorrem em funcédo da sua
produgdo por macréfagos/mondcitos, células mesangiais, epiteliais tubulares e
glomerulares (Almeida Prado, 1997), sendo a presenga de macréfagos e mondcitos
deficiente em nosso método, o que pode justificar a auséncia de elevagao da expressao

génica desta citocina em nosso estudo .

Os quatro tipos de receptores de adenosina tém sido encontrados tanto na
medula como no cortex renal de ratos, com elevagdo dos niveis de ,RNA e proteinas
(Morton et. al., 1998; Zou et. al., 1999; Jackson et. al., 2002). Embora o mapeamento
dos receptores de adenosina no rim ainda seja limitado, ja se pode afirmar o

predominio de A; na arteriola aferente (Hansen e Schernmann, 2003), existindo
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também no glomérulo, tubulo contorcido proximal e ducto coletor, enquanto Aj,
predomina na arteriola eferente (Modlinger e Welch, 2003), Az, em todos vasos
preglomerulares e ramo descendente dos vasos retos (Hansen e Schernmann, 2003) e
A3 parecem estar em microvasos preglomerulares (Jackson e Dubey, 2001).

Os receptores medeiam a acao paracrina da adenosina através de mecanismos
de acao distintos, sendo os receptores A1 e Az acoplados a proteina G; sensivel a toxina
pertussis, gerando inibicdo da adenil ciclase, enquanto os receptores A, e Ay, ativam
proteina Gs e estimulam adenil ciclase com produgédo de AMP ciclico (Jackson e Dubey,
2001).

No rim a acdo da adenosina varia conforme os receptores, sendo
vasoconstricgdo, retencao de sédio, feedback tubuloglomerular, inibicao da liberagao de
renina com ativagdo de A (Jackson e Dubey, 2001; Welch, 2002; Modlinger e Welch,
2003) e vasodilatagao por ativagéo de Az, (Jackson e Dubey, 2001). Alguns estudos em
cultura de células mesangiais (Dubey et. al., 1997) e musculo liso vascular (Dubey et.
al., 1996, 1998, 1999) indicam que a proliferacdo de Ay, inibe proliferagdo celular e
producdo da matriz extracelular, mais estudos sao necessarios para elucidagao das
funcdes dos receptores Ay, € Az (Jackson e Dubey, 2001).

De acordo com Modlinger e Welch (2003) os principais efeitos renais da
adenosina ocorrem mediados pelos receptores A € Aza. Em nosso estudo a expressao
de receptores A1 nao se alterou, entretanto diante do aumento na expressao génica de
Aza, sugere-se que a PLA; de B. caissarum promove uma up regulation destes
receptores.

Cooper et. al. (1995) estudaram a agao de uma purina extraida da anémona

marinha B. caissarum, a caissarona, em ileo de cobaias e concluiram que a caissarona
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apresenta uma baixa poténcia como antagonista dos receptores de adenosina. Neste
estudo néo foi estudada a seletividade desta fracdo quanto aos receptores A4, Az e As.

A vasoconstricgdo mediada por A4 ocorre provavelmente por um efeito constrictor
principal no musculo liso de vasos preglomerulares (Holz e Stheinhausen, 1987),
entretanto nos néfrons justaglomerulares a vasoconstricgao parece ocorrer também nas
arteriolas eferentes (Nishiyama et al., 2001). Acredita-se que a angiotensina |l
potencialize a vasoconstriccdo nas arteriolas eferentes mediada por A1, o que pode
justificar a acdo deste mediador no mecanismo de feedback tubuloglomerular (Jackson,
2001), mesmo sabendo-se que agao agonista em A1 promove inibicdo da secrecéo de
renina (Jackson, 1991, 2001; Jackson e Dubey, 2001).

Em nossos experimentos ndo houve alteragdo da expressédo génica (mMRNA) de
renina. De acordo com Castrop et. al.(2000) a produgéao/liberagcédo de renina e avaliagao
de seus efeitos podem ser neutralizadas por outros fatores em situagdes que excluem
mecanismos sistémicos, como a perfusao de rim isolado.

A PLA; de B. caissarum promoveu importantes efeitos vasculares que parecem
nao envolver mediagdo da endotelina, pouca mediagdo da COX e up regulation de
receptores Ay, de adenosina, cujo principal efeito é vasodilatagdo, ao que pode estar
envolvido com o fendbmeno inflamatdrio produzido pela PLA;, como um mecanismo de
protecao devido a elevagao da pressao de perfusao . De acordo com Bart et.al. (2006)
a acao do agonistas seletivo do receptor A2a de adenosina CGS21680, promoveu
diminui¢cdo na liberacdo de TNF-a, o que sugere que a elevagcédo na expressao de A2a
pode ter sido um mescanismo compensatorio fisiologico e ndo um efeito farmacoldgico

da PLAZ2.
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Ativacdo dos receptores A; incrementa os mecanismos de transporte tubular
proximal, com aumento da ag&o de simportadores do Na*-glicose e Na*-fosfato na luz
tubular e simporte Na*-3HCO3” na membrana basolateral. Estes efeitos parecem ocorrer
mediante diminuicdo de cAMP, devido a inibicgdo da adenilciclase pela adenosina
(Coulson et al., 1991; Balakrishann et. al, 1993; Buren et. al., 1993; Cai et. al, 1994,
1995).

E conhecido que drogas antagonistas seletivos dos receptores A de adenosina ,
inibem a acdo do receptor Ay de adenosina sobre a adenilciclase, estimulando esta
enzima com elevacdo de AMP ciclico, causando diurese e natriurese (Welch, 2002),
geralmente com efeitos minimos sobra o balango de potassio (Kuan et. al., 1993).

A PLA, promoveu aumento da reabsorcao proximal de sdédio e cloreto, com
diminuicao do transporte distal, entretanto causou aumento da excrecéo final de sédio e
cloreto, com elevacdo do RFG e FU na segunda metade dos experimentos, efeito
global semelhante aos observados com o uso de outros antagonistas de A como o
FK453 (Balakrishann et. al, 1993; Buren et. al., 1993), o que nos desperta para novas
tentativas na investigacdo dos efeitos de A1 nos rins perfundidos com PLA2 de B.
Caissarum.

Os mecanismos envolvidos na mediagcao dos efeitos renais do extrato bruto e
PLA,; sao complexos e nao foram completamente elucidados pela nossa pesquisa,
diante dos dados obtidos propomos os seguintes mecanismos de agao para o extrato

bruto:
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8. CONCLUSOES

O extrato bruto de Bunodosoma caissarum promove importantes alteragdes
renais no sistema de perfusdo de rim isolado. Este efeito envolve a participagdo de
cicloxigenase e seus produtos e, em menor grau, de endotelina. As alteragdes
eletroliticas observadas podem envolver interferéncias no funcionamento da bomba de
Na+-K+/ATPase, ocasionando excrecao de eletrélitos e alteragcdo nos padrées normais
de transporte de sddio, potassio e cloreto.

A fosfolipase A; do extrato bruto de Bunodosoma caissarum exerce efeitos
renais semelhantes ao extrato bruto, sendo estes efeitos mais pronunciados em
concentragaos menores. A participagao da cicloxigenase parece ser menos intensa do
que com extrato bruto, sendo possivel também a ocorréncia de aumento na expressao
génica de receptores de adenosina do tipo Azs. A acdo da endotelina parece
controversa, sendo possivel uma agédo agonista fraca direta da PLA, nos receptores

ETa elou ETg, a investigar.
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Abstract

Sea anemones contain a variety of biologically active substances. Bunodosoma
caissarum is a sea anemone from Cnidaria phylum, found only in Brazilian coastal
waters. The aim of the work was to study the biological effects of PLA, from the
anemone Bunodosoma caissarum. Specimens of B. caissarum were collected at the
Sao Vicente Channel on the southern coast of the State of Sdo Paulo, Brazil. Reverse
phase HPLC of the crude extract of B. caissarum disclosed three PLA; active proteins
named as BcPLA21, BcPLAz2 and BcPLA,3. The MALDI-TOF mass spectrometry of
BcPLA21 showed one main peak of 14.7KDa. The N-terminal amino acid sequence of
BcPLA21 showed high amino acid identity with other PLA, group lll isolated from the
Mexican lizard PA23 HELSU, HELSU, PA22 HELSU and with honey bee Apis mellifera
PLA, and 1POC_A. BcPLA,1 also showed significant homology with bee PLA,. The
enzymatic activity induced by native BcPLA21 (20ug/well) was reduced by chemical

treatment with p-bromophenacyl bromide (p-BPB) and with morin. BcPLA,1 strongly
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induced increase of insulin secretion in presence of high glucose concentration. The
treatment of BcPLA21, with morin abolished the effect induced by native BcPLA1,
whereas p-BPB only reduced the insulinotropic effect induced by BcPLAz1. In isolated
kidney, the PLA,; from Bunodosoma caissarum increased the perfusion pressure, renal
vascular resistance, urinary flow, glomerular filtration rate, and sodium, potassium and
chloride excretion. As to the mesenteric blood vessels, BcPLAz1 did not increase the
perfusion pressure on mesenteric vascular bed. In conclusion, PLA; isolated from the
sea anemone Bunodosoma caissarum, a group lll phospholipase, promoted renal

effects and induced insulin secretion in presence of high glucose concentration.

Key Words: Bunodosoma caissarum, phospholipase A, biological effects.

1. INTRODUCTION

Sea anemones contain a variety of biologically active substances including some
potent toxins. The composition of cnidarians venoms is not known in detail, but it
appears that their venoms include a variety of proteic (peptides, proteins, enzymes and
proteinase inhibitors) and non-proteic substances (purines, quaternary ammonium
compounds, biogenic amines and betaines) (Malpezzi et al., 1993; Grotendorst and
Hessinger, 2000; Anderluh and Macek, 2002). The nematocysts possess a high
concentration of polypeptides and proteins that act as neurotoxins, hemolysins and
enzymes, and are responsible for a variety of effects (cardiotoxicity, dermatitis, local
itching, swelling, erythema, paralysis, pain and necrosis) (Oliveira et al.,2006a). Among
the substances isolated there are some polypeptides which interact with voltage-
sensitive sodium channels (Cunha et al., 2005), potassium channels (including the
hERG channel), acid-sensing ion channel, pore-forming toxins (actinoporins), protease
inhibitors (Diochot et al., 1998, 2003, 2004; Bosmans and Tytgat, 2007).

The purine caissarone was the first adenosine receptor antagonist described from

a marine organism that elicits anomalies in sea urchin eggs and increases the intestinal
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motility in mammals (Freitas and Sawaya, 1986, 1990; Cooper et al., 1995). It was also
reported that alcoholic extracts of the whole body of B. caissarum had an antimitotic
effect when tested on sea urchin eggs (Malpezzi and Freitas, 1990). The venom
extracted from the nematocysts of this anemone through electric stimuli presents a high
hemolytic activity on the erythrocytes of different species of vertebrates (fish, toad,
snake, mouse and rat) (Malpezzi and Freitas, 1991) and this effect has been attributed
to a 20 kDa protein with phospholipase A; activity, caissarolysin | (Oliveira et al., 2006a).
The same protein also induced glutamate release from rat synaptosomes and
exocytosis in bovine chromaffin cells (Migues et al., 1999; Alés et al., 2000).

PLAzs have been identified in a marine invertebrates (Mcintosh et al., 1995;
MacPherson and Jacobs, 2000; Kishimura et al., 2000; Talvinen and Nevalainen, 2002;
Nevalainen et al., 2004a, 2004b), in hard corals, fire coral, crown-of-thorns starfish, sea
cucumber, marine sponges and both acontia and tentacles of Cnidaria (Nevalainen,
2004a, 2004b).

Envenomation by the sea anemone Phyllodiscus semoni causes fulminant
dermatitis and acute renal failure in humans (Masashi et al., 2007). Its described renal
effects induced by snakes (Martins et al., 1998; Havt et al., 2001; Barbosa et al., 2002;
Amora et al., 2006), fish (Faco et al., 2005), spiders (Abdulkader et al., 2008) and
scorpions (Alves et al.,, 2005) have been described. In some instances these effects
could be associated with complement (C)-activating components in the venoms that
indirectly contribute to tissue damage (Yamamoto et al., 2002; Bertazzi et al., 2003;
Rodrigues et al., 2004; Tambourgi et al., 2004). No direct association between sea
anemone venoms and C activation has been reported, although the sea anemone-
derived toxin AVTX-60A has recently been reported to exhibit structural similarities to
terminal pathway C proteins (Oshiro et al., 2004).

Bunodosoma caissarum is a sea anemone from Cnidaria phylum, which is found
only in Brazilian coastal waters, comprises benthic and pelagic aquatic animals including
the classes Anthozoa (hard corals, soft corals, sea pens, sea anemones), Hydrozoa
(hydroids, fire corals), Scyphozoa (jellyfish) and Cubozoa (box jellyfish) (Nevalainen et
al., 2004b). Sea anemones possess tentacles that are used for capturing prey, as well

as for protection against predators (Cunha et al., 2005). These structures contain
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cnidocytes with organelles known as nematocysts, that contain fire harpoon-like
microscopic structures (cnida) that penetrate the surface layer of the victim and deliver a
mixture of highly toxic substances (Cunha et al., 2005; Nevalainen et al., 2004b).

The aim of the present work was to study the biological effects of PLA, isolated
from the sea anemone Bunodosoma caissarum on isolated perfused kidney, arteriolar

mesenteric bed and insulin secretion.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Crude protein extracts preparation

Sixty specimens of B. caissarum (weighing approximately 13 grams each) were
collected during periods of low tide by free diving at different rocky shores of the Séo
Vicente Channel on the southern coast of Sao Paulo, Brazil. The animals were
transported alive and starved in an aquarium for 72h to eliminate any contents from the
gastrovascular cavity. Tentacles of animals were removed from the body using forceps
and immediately immersed in an ice-cold aqueous solution of 0.1%TFA. Tentacles were
then subjected to three cycles of freezing and unfreezing. After the last cycle, the
solution was centrifuged at 20.000xg for 60min at 4°C. The supernatant was recovered
and filtered through a 0.45 micrometers filter, followed by a second ultrafiltration through
a 0.22 micrometers filter. The protein from the crude extract was obtained by acid
precipitation using a 10% trifluoroacetic acid solution. The acid precipitation was done at
4°C and the resulting solution was centrifuged at 4500xg for 10 minutes at 4°C. The

protein pellet was then dissolved in water until complete dissolution and then lyophilized.

2.2 Purification and Isolation of PLA; from the Bunodosoma caissarum

The lyophilized crude extract obtained previously was dissolved in 200uL of TFA
(0.1% triflouroacetic acid; buffer A) until complete dissolution, followed by clarification by
means of high-speed centrifugation (4500xg for 3min). The supernatant was then eluted
on a Bondapack C18 reverse phase HPLC column (0.78 x 30cm). Protein elution was

performed using a non-linear gradient of buffer B (66.6% of acetonitrile in 0.1% TFA) at
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a constant flow rate of 2.0 mL/min. Chromatographic run was monitored at A214 nm and
the fraction obtained was then lyophilized. The purity of the PLA, purified by HPLC was
conducted as described by Hernandez-Oliveira et al. (2005) using a Tricine SDS-PAGE
and MALDI-TOFF mass spectrometry.

2.2.1 Amino acid composition of PLA; from the Bunodosoma caissarum

The amino acid analysis was made according to the protocols described by
Fonseca et al. (2006). Approximately one nmol of the purified protein was hydrolyzed
with 6N HCI (200uL) in presence of 10uL of phenol. The amino acid hydrolysis was
carried out at 106°C for 24 h; then the excess of HCl was removed and the hydrolyzed
amino acids were redried with an aqueous solution (ethanol: water: triethylamine; 2:2:1
by vol). The post-column derivatization was performed with an aqueous solution of
phenylisothiocyanate (ethanol: water: triethylamine: phenylisothiocyanate; 7:1:1:1 by
volume). Either sample or amino acid standard was derivatized using a PICO-TAG
amino acid analyzer system. The analysis of PTH-amino acid was conducted using a
PICOTAG amino acid analyzer (Waters).

2.2.2 N-terminal amino acid sequencing of PLA; from the Bunodosoma caissarum.

The protein sequencing followed as previously described by de Oliveira et al.
(2003). Basically, two milligrams of the purified protein were dissolved in 200uL of a 6
mol/L guanidine chloride solution (Merck, Darmstadt, Germany) containing 0.4 mol/L of
Tris-HCI and 2mmol/L EDTA (pH 8.15). Nitrogen was blown over the top of the protein
solution for 15 minutes, it was then reduced with DTT (6M, 200uL) and Nitrogen was
blown again for 90 minutes. After this incubation time 80uL of iodoacetic acid were
added to the solution in the tube (50mM of cold iodoaceitic and carboxymethylated '*C-
iodoacetic acid), nitrogen was again blown over the surface of the solution and the
reaction tube was sealed. To remove the excess of reagent and to purify PLA; protein
we used a preparative C5 reverse phase column; peptides were separated by linear
gradient of acetonitrile (66% in 0.1% of TFA), at a constant flow rate of 2.5mL/ min for
90minutes; the first 15 minutes run only buffer A in HPLC so as to remove the salts and

reagents; the chromatography was monitored at 214nm, after purification and PLA;
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active peak was lyophilized. The amino acid sequences of PLA; from the Bunodosoma
caissarum (BcPLA,) were determined using an Applied Biosystems model Procise f gas-
liquid protein sequencer. The phenylthiohydantoin (PTH) derivates of the amino acids

were identified with an Applied Biosystems model 450 microgradient PTH-analysis.

2.4. Measurement of PLA; from the Bunodosoma caissarum activity

PLA, activity was conducted following the protocol described by Wen-Hwa et al.
(1999) modified by Toyama et al. (2003) for 96-well plate. The standard assay mixture
contained 200mL of buffer (10mM Tris—HCI, 10mM CaCl,, 100mM and NaCl, pH 7.8),
20mL of substrate (4-nitro-3-octanoyloxy-benzoic acid (4N3OBA), manufactured by
BIOMOL, USA), 20mL of water and 20mL of PLA, giving a final volume of 260mL. After
the addition of PLA; native or chemically modified (20ug), the mixture was incubated for
up to 40min at 37°C, the absorbance being read at 10min intervals. Enzyme activity,
expressed as the initial velocity of the reaction (Vo), was calculated based on the
increase in absorbance after 20min. All assays were done in triplicate and the
absorbance at 425nm was measured by a SpectraMax 340 multiwell plate reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). The chemical treatment of PLA; from the
Bunodosoma caissarum (BcPLA;) with p-Bromophenacyl bromide (p-BPB) was done
according to the protocol described by Landucci et al. (2000) and the treatment of

BcPLA; with morin was made following as described by Iglesias et al. (2005).

2.5 Insulin secretion

The measurement of insulin secretion was conducted as described by Toyama et
al. (2000). Briefly, rat islets were isolated by collagenase digestion of the pancreas. For
static secretion, groups of five islets were first incubated for 45min at 37°C in Krebs-
bicarbonate buffer of the following composition (in mmol/L): 115 NaCl, 5 KCI, 2.56
CaClz, 1 MgCl,, 10 NaHCOs3;, 15 HEPES, and 5.6 glucose, supplemented with 3 g of
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bovine serum albumin/L and equilibrated with a mixture of 95% 0,-5% CO,, pH 7.4. The
medium was then replaced by fresh Krebs-bicarbonate buffer and the islets incubated
for a further 1h with medium containing different concentrations of glucose in the
absence or presence of BcPLA, native and previous chemically modified BcPLA, with
morin (BcPLA2: morin) and modified with p-BPB (BcPLA,: p-BPB). The insulin content of
the medium at the end of the incubation period was measured by radioimmunoassay
(Nogueira et al., 2005).

2.6 Perfused kidney assay

Adult male Wistar rats (260-320g) were fasted for 24h with free access to water.
The rats were anesthetized with sodium pentobarbitone (50mg/kg, i.p). After careful
dissection of the right kidney, the right renal artery was cannulated via the mesenteric
artery without interrupting blood flow as described by Bowman (1970) and modified by
Fonteles et al. (1983). The perfusate consisted of a modified Krebs-Henseleit solution
(MKHS) of the following composition (in mmol/L): 118.0 NaCl, 1.2 KCI, 1.18 KH,PO4,
1.18 MgS04.7H,0, 2.50 CaCl, and 25.0 NaHCOs. Six grams of bovine serum albumin
(BSA) were added to 100mL of MKHS, and dialyzed for 48h at 4°C against 10 volumes
of MKHS. Immediately before the beginning of each perfusion protocol, 100mg of urea,
50mg of inulin and 50mg of glucose were added to every 100mL of perfusate and pH
was adjusted to 7.4. In each experiment 100mL of MKHS were recirculated for 120
minutes. The perfusion pressure (PP) was measured at the tip of the stainless steel
cannula in the renal artery. Samples of urine and perfusate were collected at 10min
intervals for analysis of sodium and potassium level by flame photometry; inulin, as
described by Wasler et al. (1955) and modified by Fonteles et al. (1983); and osmolality,
measured in a vapor pressure osmometer (Wescor 5100C, USA). The chloride analysis
was carried out using a LabTest kit. BcPLA; was added to the system 30min after the
beginning of each perfusion. The renal vascular resistance (RVR), urinary flow (UF),
glomerular filtration rate (GFR), excretions of sodium (ENa®), potassium (EK') and

chloride (ECI') were also determined (Martinez-Maldonado and Opava-Stitzer, 1978).
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2.7 Isolated perfused arteriolar mesenteric bed

The perfusion was done following the descriptions of Mcgregor (1965). Briefly,
Wistar rats, weighing 280-350g were anesthetized with sodium pentobarbitone (50
mg/Kg, body weigh). After opening the abdomen, the pancreatic-duodenal, ileum-colic
and colic branches of the superior mesenteric artery were tied. Then, the superior
mesenteric artery was cleaned of the surrounding tissue and cannulated with a
polyethylene tube (PE20). The intestine was separated from the mesenteric bed by
cutting close to the intestinal border of mesentery. The mesenteric bed was perfused
with Krebs solution containing: 114.0mM of NaCl; 4.96mM of KCI; 1.24mM of KH,POy;
0.5mM of MgS04.7H,0; 24.99mM of NaHCO3; 2.10mM of CaCl,.2H,0; and 3.60mM of
glucose. The perfusion solution was kept warmed at 37°C and the mesenteric bed was
perfused by a constant flow (4mL/min) and variable perfusion pressure was measured
for 80min after the equilibration period. In this set up, the direct vascular effects of
BcPLA; (3ug/mL/min.; n = 6), infused at a constant rate (0.1 mL/min), were examined

and compared to the infusion of the vehicle alone at the same rate.

2.8 Statistical analysis
Results are shown as mean = S.E.M of six experiments for each group.
Differences between groups were compared by using Student’s t-test or analysis of

variance (ANOVA) with significance set at 5%.
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3. RESULTS
3.1 Purification and Isolation of PLA; from the Bunodosoma caissarum

Reverse phase HPLC chromatography of crude extract disclosed three PLA; active
proteins named as BcPLA21, BcPLAz2 and BcPLA23 (Figure 1). BcPLA21 was the main
fraction and appears as one main of 14kDa after the treatment of the protein with DTT
(1M) and in absence of these treatments BcPLA;1, appear one protein band of
approximately 30 kDa. The MALDI-TOF mass spectrometry showed that BcPLA,1, has

(showed one) a main peak of 14706Da.

3.2 Amino acid compositon and sequencing of PLA, from Bunodosoma
caissarum

The N-terminal amino acid sequence of BcPLA21 showed high amino acid identity
with other group Il PLA; isolated from the Mexican lizard PA23 HELSU, HELSU, PA22
HELSU and with honey bee Apis PLA; and 1POC_A. BcPLA,1 also showed significant
homology with bee PLA; (Apis PLA; and 1POC_A). The N-terminal analysis showed
that BcPLA,1 has a conserved calcium binding region as well as a conserved catalytic
site (Figure 2a). The figure 2b showed the amino acid composition results of BcPLA21,
with the presence of 10 half cystein and a great amount of non polar and polar amino

acid.

3.3 Enzymatic action and Insulin secretion.

BcPLA21 showed a moderate enzymatic activity using a 4N3OBA (4-nitro-3-
octanoyloxy-benzoic acid) as substrate. Aliquots of BcPLA; were incubated with p-BPB
(3.5uM) or the morin (3.5uM) for 30 minutes and the excess of reagent was cleaned by
reverse phase HPLC; the chemically treated PLA, was used for experiments of
enzymatic activity and insulin secretion. Enzymatic activity induced by native BcPLA1,
(20ug/well; n=20) was reduced by chemical treatment with p-BPB (PLA21: p-BPB) and
with morin (PLA21: Morin) (p<0.05, n=20) (Figure 3a). BcPLA21 strongly induced insulin

secretion increasing in presence of high glucose concentration (p<0.05; n=12; figure 3b)
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and did not induce any significant effect under lower glucose concentration (Glucose
2.8mM). The chemical treatment of BcPLA21, with morin abolished the effect induced by
native BcPLA21, (p<0.05; n=12) whereas p-BPB only reduced the insulinotropic effect
induced by BcPLA>1, (p<0.05; n=12) (Figure 3b).

3.4 Renal Effects of PLA; from Bunodosoma caissarum

Bunodosoma caissarum PLA; altered the renal parameters studied. The group
treated with 1ug/mL BcPLA21 increased perfusion pressure (figure 4a), renal vascular
resistance (figure 4b), urinary flow (figure 5a), glomerular filtration rate (figure 5b) at 60
min of perfusion. The sodium (figure 6a), potassium (figure 6b) and chloride (figure 6c¢)
excretion also increased significantly when compared of the control group.

The group treated with 0.3ug/mL BcPLAz1 increased perfusion pressure (figure
4a) and renal vascular resistance (figure 4b) at 60, 90 and 120min. However, the
urinary flow (figure 5a) and glomerular filtration rate (figure 5b) increased only at 90 and
120 min of perfusion when compared of the control group. The sodium, potassium and
chloride excretion increased significantly after the infusion of the venom.

At a lower concentration of BcPLAz1 (0.1 pg/mL) which was used in perfused
kidney assay showed a similar response as the group treated with BcPLAz1 at
0.3ug/mL. The main difference was that potassium excretion increased only at 90 and
120 min of perfusion.

3.5 Effects of PLA; from Bunodosoma caissarum on mesenteric blood vessels.

BcPLA21 (3ug/mL/min) did not increase the perfusion pressure on mesenteric
vascular bed. The perfusion pressure varied from control (PP =) to (41.60 + 1.08 mmHg)
after BcPLA21 infusion. Mesenteric blood vessels were submitted to contraction in the
presence of phenylephrine (controlPP = 38.93 + 0.97mmHg and phePP= 127.60 + 6.80
mmHg).

In fact it (PP) varied from 38.93 + 0.97 mmHg (Control group) to 41.60 + 1.08
mmHg (after BcPLAz1 infusion).
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4. DISCUSSION

PLA; isolated from the sea anemone is poorly characterized in the reports to
date, if compared to snake venom PLA; or to those from other sources such as insects.
The Bunodosoma caissarum extract displayed three main PLA; isoforms. The
eletrophoretic analysis of BcPLA21 showed a typical monomer dimmer transition, which
is responsible for increasing the enzymatic activity of PLA; (Toyama et al., 2005). Our
results showed that BcPLA; was purified with a high molecular homogeneity.

The amino acid residues found in the positions 6 — 14 (W10, G12, G14) are the
ones proposed to be the Ca?* binding segment, similarly found in other group I
secretory PLA; from the lizards, bee venoms and human group Il PLA;. The amino acid
residues corresponding to positions 29 to 40 correspond to the catalytic site that
displayed H(36) and D(37) corresponding to H(48) and D(49) of the catalytic site of the
enzymatically active pancreatic PLA;. According to our amino acid alignment results
both these segments are highly conserved for all amino acid sequences listed in the
figure 2 with amino acid sequence identity of approximately 90%. The presence of 10
half cystein as determined by amino acid analysis suggests that BcPLA21 expresses 5
disulphide bridges. These results strongly suggest that BcPLA21 is a novel PLA; of the
same group lll of the PLA; from the bees (Apis mellifera) and lizards (Heloderma
suspectum) The primary structure of group Il PLAzs is distinct from that of group | and Il
PLA2s, and only the Ca?*-loop and the active site are conserved in these group Il PLA,,
The overall three dimensional structure of bee venom group Il PLA; however reveals
the striking features of the PLA; fold including a well-defined Ca**-loop, three large a-
helices, and a B-wing-like structure. Thus BcPLA; may have the same molecular
properties as those of bee or lizard PLA.

BcPLA21 belongs to group 11l PLA; similar to that found in the bee and lizard and in
this case this PLA, stimulates insulin secretion only at high glucose concentration.
Glucose-induced insulin secretion depends on the metabolism of this sugar to increase
the ATP/ADP ratio that in turn blocks K'ATP channels and causes B-cell membrane
depolarization. The resulting massive influx of Ca®*, mainly through the Ca®" voltage-
dependent L-type channels, increases cytosolic Ca®" concentration and stimulates

insulin secretion (Nogueira et al., 2005). Our results suggest that insulinotropic effect
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induced by BcPLA21 was strongly dependent on glucose since this effect was observed
for high glucose concentration in the incubation medium.

Despite numerous studies, the molecular basis for the selective and specific
pharmacological action of PLAzs of Bunodosoma caissarum venom is still unclear.
Basically, the primary targets should be located outside the cell, and thus the
mechanism of action could involve: 1) the intrinsic catalytic activity of venom PLA, i.e.,
its ability to release potent biologically active fatty acids and lysophospholipids from
membrane lipids; 2) the interfacial binding of PLA; to the membrane lipid bilayer which,
without any phospholipids hydrolysis, may affect cellular functions by perturbing cellular
membranes; and 3) the binding of venom PLA; to specific proteins located at the cell
surface (Lambeau and Lazdunski, 1999; Valentin and Lambeau, 2000). Our results
using the BcPLA; treated with morin suggest that the enzymatic activity of BcPLA21 is
not crucial for the pharmacological activity of this PLA,. Both morin and p-BPB strongly
decrease the enzymatic activity of PLA2; p-BPB specifically binding to His residues on
the active site of PLA; (Landucci et al., 2000); whereas morin strongly inhibits the
enzymatic activity of PLA, by altering the three dimensional structure of the PLA; as
shown by Igliesias et al. (2005).

BcPLA21 produced renal vascular and glomerular alterations such as increase in
perfusion pressure, renal vascular resistance, urinary flow, glomerular filtration rate and
electrolytes transport.

It is known that several PLA3s isolated from snakes affect renal haemodynamics on
isolated kidney perfusion. Barbosa et al. (2002) and Machado Braga et al. (2008)
obtained similar results with the PLA; isolated from Bothrops moojeni and Bothrops
insularis venoms, respectively. These PLA2s from Bothrops venoms caused an increase
in perfusion pressure, renal vascular resistance, urinary flow and glomerular filtration
rate, similar effects were obtained with BcPLA21. However, BcPLA21 increased
potassium transport and did not cause changes in sodium and chloride transport, while
PLA2s from Bothrops venoms reduced sodium and chloride transport and did not alter
potassium transport.

Mizuno and Coworkers (2007) showed that the venom of the sea anemone

Phyllodiscus semoni induced severe renal injuries when injected intravenously in rat. It
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caused glomerular abnormalities consisting of severe endothelial damages which
include mesangiolysis and glomerular epithelial damage and extensive tubular epithelial
damage including necrosis extending from the renal cortex to outer medulla.

Venoms probably exert their effects on cells and tissues by means of
pharmacological proprieties determined by several biologically active components
(Monteiro et al., 2001).

The model of mesenteric blood vessels permitted the observation that BcPLA,1 did
not alter basal perfusion pressure on mesenteric vascular bed. This result suggests that
the increase in renal perfusion pressure and in renal vascular resistance, previously
observed in isolated perfused rat kidney, did not occur by direct BcPLA21 action on renal
vasculature.

In conclusion, PLA; isolated from the sea anemone Bunodosoma caissarum, a
group lll phospholipase, might have promoted indirect renal effects, and induced insulin

secretion in the presence of high glucose concentration.
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Figure 1. Purification and isolation of PLA, from Bunodosoma caissarum. (a) Purification
of PLA, from Bunodosoma caissarum named as BcPLA,1, BcPLA,2 and BcPLA.3. (b)
Electrophoretic profile of crude extract and BcPLA; in absence and in presence of DTT (2,3 and

4 respectively). (c) MALDI-TOF mass spectrometry of BcCPLA1.
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Figure 2. Amino acid composition and sequencing of PLA, from Bunodosoma caissarum.
(a) The amino acid sequence was carried out at 39" amino acid residue; analysis was brought
about using a BLAST software package and alignment using a CLUSTAL software program.
|Ca?*| and |Catalytic| correspond to the calcium binding region and the catalytic site,
respectively. In the catalytic site, H (36) and D (37) are observed which correspond to His (48)
for the pancreatic secretory PLA, and to Asp (49) of catalytically active group Il. (b) the amino
acid content was expressed as molar ratio by mol of protein and integration was done using a
PICO-TAG software package. Asx = summation of Aspartic acid and Asparagine; GIx =
summation of Glutamic acid and Glutamine. BcPLA;1 = Bunodosoma caissarum Phosfolipase
A1l
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Figure 3. Enzymatic action of PLA, from Bunodosoma caissarum and insulin secretion.
(a) Enzymatic activity of BcPLA21 and that of BcPLA,1 chemically treated with morin and p-BPB.
(b) insulinotropic effect of BcPLA,1 and that of chemically treated BcPLAy1. BcPLA1 =
Bunodosoma caissarum PLA,1.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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