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RESUMO

Devido a grande pressao da sociedade e da comunidade cientifica para reduzir, refinar e substituir (3R’S) 0 uso de animais em
testes de toxicidade, métodos alternativos (in vitro) estdo sendo desenvolvidos e aceitos por instituicdes em diversos paises.
Atualmente, ha grande disponibilidade de linhagens em banco de células e as técnicas de cultivo celular sdo os métodos in vitro
mais largamente empregados em Farmacologia e Toxicologia, pois o0 desenvolvimento de farmacos e as investigacdes
toxicoldégicas comecam a partir desses estudos. A nefrotoxicidade é um dos principais efeitos toxicos do uso de medicamentos, 0
gue torna fundamental a identificacdo precoce dos mesmos. Nesse contexto, o uso de células e de farmacos comprovadamente
nefrotoxicos sdo importantes para a validacdo de métodos capazes de estudar esse efeito. A Anfotericina B € um agente
antifngico amplamente utilizado para tratar infec¢cdes fungicas sistémicas, entretanto a nefrotoxicidade é comum aos seus
usuarios. Alguns estudos sugerem que a Anfotericina B exerce seu efeito toxico via fosforilacdo da proteina cinase C (PKC), uma
importante proteina envolvida na sinalizacao celular. Assim, o objetivo geral do nosso estudo foi avaliar o emprego das linhagens
celulares renais VERO (macaco) e MDCK (céo) em estudos de nefrotoxicidade utilizando Anfotericina B. As duas linhagens foram
expostas a oito diferentes concentracdes desse farmaco (2, 4, 6, 8, 10, 15, 20 e 30 yg/mL) por 1, 6, 18, 24 e 48 horas e o método
empregado para avaliar a citotoxicidade foi o Vermelho Neutro, um corante que avalia a integridade lisossomal. Ambas
apresentaram diminuicdo significativa (p<0,05) da viabilidade celular apos exposi¢cao as concentracdes de 15, 20 e 30 ug/mL nos
cinco tempos avaliados. Com 1 e 6 horas de exposi¢cdo nenhuma das duas linhagens apresentaram diferencas significativas entre
as trés concentragbes. Entretanto, com 18, 24 e 48 horas essas concentracdes apresentaram diferencas significativas (p<0,05).
Dessa maneira, a linhagem MDCK apresentou um perfil distinto da linhagem VERO. Além disso, com apenas uma hora de
exposicdo ao farmaco nas duas linhagens se conseguiu prever a toxicidade ocorrida nos tempos posteriores. No estudo da
sinalizacao celular via PKC as duas linhagens foram expostas a Anfotericina B (30 pg/mL) por 1 e 18 horas. Ambas possuem a via
de sinalizagdo PKC, mas na linhagem VERO a Anfotericina B preferencialmente ndo utilizou essa via para exercer o seu efeito
citotoxico. Na MDCK a inibicdo da via PKC potencializou o efeito citotoxico da Anfotericina B. Portanto, os nossos resultados
mostraram que as duas linhagens foram eficientes para o estudo da nefrotoxicidade ocasionada pela Anfotericina B, além dessas



linhagens serem eficazes para estudos de sinalizacdo celular, como foi demonstrado pela potencializacdo do efeito citotoxico da
Anfotericina B pela via de sinalizacao de PKC.

Palavras - chave: Anfotericina B, nefrotoxicidade, proteina cinase C (PKC), VERO e MDCK.

ABSTRACT

Due to intense pressure from society and scientific communities to reduce, refine and replace (3R’s) the use of animals in toxicity
tests, alternative methods (in vitro) have been developed and recognized by various institutions worldwide. Cell lines are now widely
available in cell banks and cellular cultivating techniques have become the most used in vitro methods within the fields of
pharmacology and toxicology for their enormous research potential. One of the main toxic effects of medicines is nephrotoxicity and
this is why the use of nephrotoxic cells and drugs is of crucial importance to validate methods which enable the study of toxic
effects. Amphotericin B is an antifungus agent widely used to treat systemic fungus infections; however, nephrotoxicity is a common
side-effect. Some studies have suggested that Amphotericin B exerts its toxic effect by means of the phosphorylation of Protein
kinase C (PKC), an important protein involved in cellular signaling. The primary objective of our study is to use two different renal
cell lines — VERO (monkey) and MDCK (dog) — to study nephrotoxicity caused by Amphotericin B. Both lines were exposed to eight
different concentrations of this drug (2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, and 30 pg/mL) for 1, 6, 18, 24 and 48 hours with Red Neutral in order to
determine citotoxicity, a dye that evaluates lisossomal integrity. They both presented a significant reduction (p<0.05) of cellular
viability after exposure to concentrations of 15, 20 and 30 pyg/mL in all five rounds of the test. No fundamental difference was found
between the three doses when the two lines were exposed for both one and 6 hours. By contrast, the doses presented significant
difference (p<0,05) after 18, 24 and 48-hour-exposures. In other words, the MDCK and the VERO lines showed different profiles.
More importantly, for both lines, toxicity in the sequent time-spans could be predicted after only one hour of exposure to the drug. In
order to examine cellular signaling by PKC, both lines were exposed to Amphotericin B (30 ug/mL) for one and 18 hours. The PKC
signaling pathway was observed in both lines. However, in the VERO line, Amphotericin B did not use it as the main pathway to
exert its citotoxic effect. In the MDCK, the inhibition of the PKC pathway increased the citotoxic effect of the Amphotericin B. In



short, our findings demonstrated that both lines were effective for studying nephrotoxicity caused by Amphotericin B. They also

proved adequate for investigating cellular signaling, given that we could enhance the citotoxic effect of Amphotericin B by inhibiting
the PKC signaling pathway.

Key words: Amphotericin B, nephrotoxicity, protein Kinase C (PKC), VERO and MDCK.
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1. INTRODUCAO

O objetivo da Toxicologia é avaliar a possibilidade de risco que uma substancia quimica pode provocar quando em contato com um
organismo vivo. Qualquer substancia, dependendo das condi¢cdes de exposi¢cdo, pode ser considerada toxica. Assim, torna-se
necessario conhecer as condigdes de uso seguro de uma substancia quimica para o homem. Ou seja, toda substancia pode ser
usada de forma segura, desde que as condi¢cdes de exposi¢cdo sejam mantidas abaixo dos niveis de tolerancia (SPINDLER et al.,

2000).

Para avaliacdo dos parametros de seguranca, testes pré-clinicos (in vitro e em animais) e clinicos (seres humanos) devem ser
realizados. Geralmente, a realizacdo desses testes segue 0s protocolos pré-estabelecidos por 6rgéos oficiais (ex: FDA - Food and
Drug Administration e OECD - Organisation for Economic Cooperation and Development) dos blocos econémicos aos quais 0s
produtos serdo submetidos. Dessa forma, quando se vai estudar uma nova molécula ou um composto natural, ambos séo

submetidos aos métodos preconizados pelos referidos érgdos, também conhecidos como guias (FDA, 2004; OECD, 2004). No



Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) € o 6rgao responsavel pela regulamentacdo dessas normas (ANVISA,

2003).

A exigéncia da realizacdo de testes pré-clinicos deve-se ao fato de que um produto potencialmente terapéutico deve ser

intensamente avaliado, antes de ser submetido as pesquisas clinicas, conforme Declara¢do de Helsinque (SPINDLER et al., 2000).

O emprego de roedores e nao roedores nesses testes levantam alguns importantes questionamentos. O maior desses refere-se ao
aspecto ético, apesar de comprovada contribuicdo dos animais nos testes de toxicidade (HENDRIKSEN, 2002). Devido a grande
presséao, tanto da sociedade quanto da comunidade cientifica, para diminuir o uso de animais nesses testes, em 1959 RUSSELL e
BURCH (RUSSELL & BURCH, citado por SPIELMANN et al., 2008) criaram o conceito dos 3R’s (Reduction, refinemente and
replacement - Reduzir, refinar e substituir). Tal conceito vem sendo aceito por institutos de pesquisas cientificas de diversos paises

gue desenvolvem métodos alternativos ao uso de animais.

Em 1989 foi criado, na Alemanha, o ZEBET (Zentrealstelle zur Erfassung Bewertung von Ersatz und Erganzungsmethoden zum

Tierversuch — National Centre for Documentation and Evaluation of Alternative Methodos to Animal Experiments). Em 1993, a



comunidade européia estabeleceu o ECVAM (European Centre for the Validation of Alternative Methods). Em 1997 as agéncias
governamentais dos Estados Unidos formaram o ICCVAM (Inter-agency Coordinating Center for the Validation of Alternative
Methods) e em 2005 o governo japonés criou o0 JaCVAM (Japanese Centre for the Validation of Alternative Methods). As atividades
desenvolvidas por estas instituicbes governamentais focam substituir os testes regulatérios feitos em animais para identificar

propriedades téxicas de substancias quimicas, as quais seres humanos ou 0 ambiente sdo expostos (SPIELMANN et al., 2008).

Assim, o desenvolvimento de métodos alternativos de otimizacdo pré-clinica sdo importantes nesse processo, Visto que 0s

mesmos facilitam a selecéo de drogas candidatas aos estudos de eficacia e seguranca (HENDRIKSEN, 2002).

Os ensaios in vitro tornam-se mais vantajosos em relacdo aos testes in vivo uma vez que fornece melhor controle sobre as
condicBes experimentais, o que permite melhor reprodutividade dos ensaios e resultados, simplicidade, rapidez, diminuicdo do
custo com a consequente reducdo do numero de animais utilizados nos experimentos. Outra grande vantagem é a disponibilidade
atual de uma variedade de linhagens em bancos de células, o que possibilita maior acesso e utilizacdo de modelos in vitro, sendo
uma alternativa para avaliacdes de toxicidade de muitas substancias quimicas. Dessa forma, testes de citotoxicidade in vitro tém

sido propostos como substitutos para testes de toxicidade aguda (BERNAUER et al., 2005).



Esses testes sdo também importantes para as industrias farmacéuticas, pois as mesmas necessitam de novas técnicas e modelos
alternativos in vitro e de baixa-escala para determinagdo do perfil toxicoldgico, a fim de melhorar o diagnéstico (BROADHEAD et

al., 2000).

Desta maneira, tais ensaios tém, de fato, aberto novas possibilidades de diagnosticos em diversas areas, inclusive em Toxicologia.
Os estudos de toxicidade in vitro, celular ou tecidual, tém sido usados para estudar mecanismos de acdo e efeitos toxicos de
drogas para avaliacdo de eficacia e seguranca no homem a partir da exposicdo aos xenobidticos (compostos quimicos, nao

nutrientes, expostos ao organismo) podendo, ainda, classifica-los de acordo com sua capacidade toxica.

O conhecimento do mecanismo de acao toxica envolvendo um xenobiotico € de suma importancia, visto que o0 mesmo auxilia de
forma significativa na avaliagdo do valor preditivo (EISENBRAND et al., 2002; DESCOTES, 2003; BERNAUER et al., 2005). Os
resultados obtidos com testes in vitro ajudam a planejar os ensaios que deverao ser realizados in vivo, assim como direcionam
guais drogas poderdo ser testadas em tais ensaios (BERNAUER et al., 2005). Além disso, o uso de cultura de células para testes

de toxicidade € importante por reduzir o custo e o tempo necessario para a avaliagdo da seguranca de uso de um xenobiotico



(ZUCCO et al., 2004). Cultivo celular € o método in vitro mais largamente empregado em Farmacologia e Toxicologia, pois o

desenvolvimento de farmacos e as investigagdes toxicologicas comegam a partir desses estudos (SPIELMANN et al., 2008).

Figura 1. O papel dos estudos in vitro em Farmacologia e Toxicologia

Animal studies

In vitro studies

(Extraido de SPIELMANN et al., 2008)



Dentre os efeitos toxicos promovidos por produtos terapéuticos, a nefrotoxicidade é um dos maiores fatores que acometem o0s
pacientes e que, obrigatoriamente, leva os mesmos ao abandono da terapia a qual estdo submetidos. Portanto, na prescricdo de

uma droga potencialmente nefrotdxica, o risco/beneficio deve ser sempre considerado (SCHETZ et al., 2005).

Dentre os farmacos amplamente empregados na pratica clinica, destaca-se a Anfotericina B (figura 2), um antibiético macrolidio
poliénico (poliénico = que contém muitas ligacées duplas; macrolidio = que contém um grande anel de lactona de 12 ou mais
atomos). E um agente com amplo espectro de atividade contra muitas espécies de fungos, sendo a droga de primeira escolha para
tratamento de infecgdes fungicas sistémicas, como as provocadas por Candida albicans e Aspergillus fumigatus. Entretanto, sua
utilidade é limitada devido a severa nefrotoxicidade que acomete os pacientes e pode levar a faléncia renal. Além disso, € também

0 mais importante farmaco de segunda escolha para tratar casos de leishmaniose visceral e cutéanea.



Figura 2 . Estrutura quimica da Anfotericina B.

A sua estrutura poliénica permite a ligacdo ao ergosterol, o principal esterdéide presente na membrana dos fungos. A parte polar da
molécula é orientada para o interior do ergosterol, com os grupos hidroxilas formando um canal central (figura 3). A cadeia
poliénica (figura 4) interage via forgas de Van der Walls com moléculas de esterol/colesterol e fosfolipideos de membrana. Devido
a formacao de poros em sua membrana, o organismo alvo sensivel perde sua integridade celular, a qual pode ser monitorada pelo

rapido efluxo de potassio (LEMKE et al, 2005). A ligacdo do farmaco ao ergosterol causa um aumento da permeabilidade da



membrana fungica, vazamento de eletrolitos e morte celular. Nas células dos mamiferos a Anfotericina B tem afinidade pelo

colesterol, o que provoca danos renais (FUKASAWA, 2005).

Figura 3: Modelo molecular de ligacdo da Anfotericina B ao colesterol.

Molécula da Anfotericina B: verde — atomos de carbono; azul — atomos de nitrogénio; vermelho — atomos de oxigénio; branco —
prétons. Molécula de colesterol — violeta. (LEMKE et al., 2005).



Figura 4 : Viséo lateral do canal Anfotericina B/Colesterol.

Verde — Anfotericina B; Violeta — Colesterol; vermelho/branco — moléculas de agua. (LEMKE et al., 2005).



Sugere-se também que sua acao nefrotdxica seja devido a constricao arteriolar renal, a qual reduz o fluxo sanguineo renal e a taxa
de filtracdo glomerular. Esses eventos estao relacionados com apoptose e essa envolve injaria mitocondrial (NASCIMENTO et al.,

2005).

Os lisossomas também participam do processo apoptotico, ja que este pode ser iniciado pela ruptura dessa organela a partir de
um estimulo exdgeno. A liberacédo de enzimas lisossOmicas para dentro do citoplasma celular pode iniciar uma cascata de eventos
de degradacédo intracelular. Estas enzimas podem atacar a mitocondria diretamente e induzir a liberacdo de citocromo c;
diretamente ou indiretamente aumentar a formacdo de ROS (espécies reativas de oxigénio) mitocondrial (e induzir mais
desestabilizacéo lisossomal) e ativar proteinas pré-apoptoéticas. Assim, o eixo lisossoma — mitocondria exerce um importante papel

na apoptose (ZHAO et al., 2003).

Linhagens celulares renais tém sido descritas como importantes ferramentas para o estudo de produtos terapéuticos que induzem

nefrotoxicidade (PEFALLER & GSTRAUNTHALER, 1998; PRICE et al., 2004; LINCOPAN et al., 2005). O aumento do uso de

técnicas in vitro que utilizam células renais isoladas, fragmentos de néfrons ou culturas celulares derivadas de tipos celulares

renais especificos tém aperfeicoado a compreensdo do mecanismo molecular envolvido na nefrotoxicidade (PFALLER &



GSTRAUNTHALER, 1998). Neste trabalho, as linhagens utilizadas com esta finalidade sdo a VERO (macaco) e a MDCK (c&o), ja

gue poucos autores realizaram estudos da nefrotoxicidade causada pela Anfotericina B nestas.

A linhagem celular VERO (macaco) é recomendada para avaliar toxicidade de substancias quimicas in vitro (ISO - International
Standardization Organization, 1999), como a provocada pelo inseticida pentaclorofenol (FERNANDEZ FREIRE et al., 2005) e pelo
medicamento Carbamazepina (PEREZ MARTIN et al., 2008). Outros autores ja demonstram a utilizacdo dessas células para
avaliar nefrotoxicidade provocada por micotoxinas (HASSEN et al., 2007). Séo células de grande uso em estudos microbiolégicos
(YU et al., 2000; DROSTEN et al., 2003) e muito empregadas para produzir grande quantidade de virus para caracterizacdo e
desenvolvimento de vacinas, pelo fato dessas células apresentarem um rapido crescimento (TIWARI et al., 2006). Recentemente
foram utilizadas para avaliar um método que quantifica a replicacdo dos virus da dengue em cultura de células (LUDERT et al.,
2008). A referida linhagem tem sido utilizada também em alguns estudos de toxicologia de metais (ROMERO et al., 2004a;

ROMERQO et al., 2004b), devido, principalmente, ao baixo custo (SWANSON et al., 1988).

As células MDCK (c&o) séo consideradas um sistema modelo para estudo da nefrotoxicidade causada por Ciclosporina (JEON et

al., 2005; NASCIMENTO et al., 2005; REZZANI et al., 2002) e também para avaliar a toxicidade provocada pela Gentamicina (VAN



DER HARST et al., 2005). Tal linhagem é também utilizada para avaliar citotoxicidade e alteracdes provocadas no rearranjo do
citoesqueleto causadas por veneno de cobra (NASCIMENTO et al., 2007) e é uma ferramenta util para estudar permeabilidade da
membrana a drogas (IRVINE et al.,, 1999; SHAH et al., 2007; VOLPE, 2008). Na producdo de vacinas, esta linhagem é um
substrato celular para propagacéao e isolamento de virus (GREGERSEN, 2008), como por exemplo, isolamento do virus influenza

(DY et al., 2008).

Varios ensaios podem ser realizados com a finalidade de avaliar a nefrotoxicidade da Anfotericina B em culturas celulares.

Um deles é o teste de viabilidade celular Vermelho Neutro (2-amino-3-metil-7dimetil-amino-cloreto de fenazina). Este ensaio
fornece informacdes sobre as funcbes metabdlicas celulares, especificamente do lisossomo, uma organela que participa de varios
processos celulares, inclusive apoptéticos, como relatado anteriormente. E largamente utilizado, sendo, portanto, um método de

sensibilidade satisfatoria e que permite avaliar o mecanismo de toxicidade do farmaco estudado a nivel lisossomal.

Outro ensaio que surge como nova perspectiva de estudo da nefrotoxicidade é a sinalizacdo celular. Alguns estudos que utilizam

células RAW 264.7 (linhagem de mondécitos de roedores) ja sugerem que a Anfotericina B provoca seus efeitos toxicos via



fosforilacdo da proteina cinase C (PKC), uma importante proteina envolvida na sinalizacdo celular (MATSUO et al, 2006). No

entanto, ndo ha relatos na literatura deste mesmo estudo nas células VERO e MDCK.

Todos os tipos de PKC (novas, convencionais e atipicas) sédo ativados por fosforilacdo e esta serve para regular a atividade da
proteina (PARK & BAINES, 2006). A PKC fosforila preferencialmente residuos dos aminoacidos treonina e serina presentes em

proteinas especificas localizadas na membrana plasmatica, no nucleo ou em elementos do citoesqueleto (CUNHA, 2006).

A ativacdo da PKC ocorre a partir de uma via fisiolégica bem conhecida que envolve a participacdo da Proteina G (figura 5).
Substancias quimicas (endodgenas ou exdgenas) se ligam a receptores especificos na membrana, o que provoca ativacdo de uma
cascata que envolve a proteina G e a fosfolipase C (PLC). A PLC hidroliza moléculas de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) com a
subsequente producdo de dois segundo mensageiros: inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 produzido se liga ao
receptor especifico presente no reticulo endoplasmatico (IP; - R) e promove a liberacdo de calcio desta organela e
consequentemente a translocacdo da PKC para a membrana. A proteina cinase C esta envolvida na regulacdo de uma variedade

de processos, que incluem proliferacéo, diferenciacéo, transformacéo e apoptose (IMAMDI et al., 2004).



Figura 5: Ativacao da proteina cinase C via proteina G.
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Assim, o presente trabalho tem como objetivo central avaliar as linhagens VERO e MDCK como modelos de estudo da

nefrotoxicidade causada pela Anfotericina B.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Testar a aplicabilidade do uso das linhagens celulares VERO e MDCK em estudos de nefrotoxicidade ap6s a administracdo de

substancia comprovadamente nefrotdxica (Anfotericina B).

2.2. Objetivos especificos:

1- Avaliar a viabilidade celular, utilizando VERO e MDCK, ap0s a incubac¢do com Anfotericina B utilizando o ensaio do Vermelho

Neutro.

2- Avaliagdo da via de sinalizacdo da proteina cinase C (PKC) nas linhagens celulares estimuladas com Anfotericina B, utilizando

0 ensaio do Vermelho Neutro.



3. MATERIAL E METODOS

A metodologia apresentada nesta dissertacdo gerou uma Patente depositada pela CTIT/UFMG (Coordenadoria de Transferéncia e
Inovacédo Tecnoldgica — Universidade Federal de Minas Gerais) junto ao INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial) com o

ndmero 014080005552, conforme documento em anexo.

3.1. Reagentes

1. Acido acético glacial — ECIBRA

2. Acido cloridrico — ECIBRA

3. Acido etileno diamino tetracético (EDTA) - Sigma
4. Alcool etilico absoluto — ECIBRA

5. Anfotericina B - CRISTALIA



o

Azul de Trypan - SIGMA

\‘

. Bicarbonato de s6dio — ECIBRA
8. Cloreto de calcio — ECIBRA

9. Cloreto de Potéassio - ECIBRA
10.Cloreto de sédio — ECIBRA

11. Dimetilsulféxido — ECIBRA
12.Estreptomicina - SIGMA
13.Formaldeido — ECIBRA
14.Fosfato Dissodico — ECIBRA
15.Fosfato Monopotassico — ECIBRA
16.HEPES - SIGMA

17.Hidroxido de sodio - VETEC
18.MEM - Meio Minimo Essencial Eagle — SIGMA
19.Penicilina G Potassica - SIGMA

20.Soro fetal bovino — GIBCO



21.Substancia X — CALBIOCHEM

22.Vermelho neutro - 2-amino-3-metil-7dimetil-amino-cloreto de fenazina — VETEC.

3.2. Solucbes

1. Solucéo tampao fosfato salina sem célcio e sem magnésio (PBS.)
Para o preparo de PBS, foram misturados os seguintes sais: Na;HPO, (1,15 g), KH,PO, (0,20 g), NaCl (8,0 g), KCI (0,20 g), sendo
o volume final completado para 1 litro com agua MILLI-Q. O pH da solucéo (7,3) foi acertado utilizando-se HCI 1N ou NaOH 1N. A

solucéo final foi autoclavada (PHOENIX) a 121 T po r 20 minutos.

2. Solugéo de Tripsina 0,20% e EDTA 0,02%

A Tripsina 1: 250 (2,0 g) foi dissolvida em aproximadamente 800 mL de PBS sob agitacdo constante e apds 2 horas de agitacéo o
EDTA foi adicionado (0,20 g) e volume completado para 1 litro com solucdo de PBS. O pH da solucéo foi acertado para 7,4 - 7,5
utilizando-se HCI 1IN ou NaOH 1N e a solucao filtrada em membrana de porosidade de 0,22 ym (MILLIPORE) e conservada sob

congelamento.



3. Solugéo de Penicilina/Estreptomicina
Primeiramente diluiu-se um frasco de penicilina G potassica 5.000.000 U e um frasco de estreptomicina 5 g em 250 mL de agua
destilada. Em seguida, a solucdo foi filtrada em membrana de porosidade de 0,22 um e conservada sob congelamento. A

concentracéo final da solugéo estoque foi 200 U/mL de penicilina e 200 pg/mL de estreptomicina.

4. MEM
Um frasco de MEM foi diluido em 900 mL de agua destilada. Em seguida, foram adicionados 2,2 g de bicarbonato de sodio e 5,958
g de HEPES. O volume final foi ajustado para 1000 mL e a solucéo foi filtrada em membrana de porosidade de 0,22 um e colocada

em recipiente estéril.

5. Solucéo estoque de Vermelho Neutro
Foram adicionados 0.4 g de Vermelho Neutro em 100 mL de agua destilada. Apds o preparo da solu¢cdo a mesma foi armazenada

em frasco &mbar e recoberta por papel aluminio.



6. Solucéo de trabalho de Vermelho Neutro (40 tg/mL)

Um mL da solugéao estoque de vermelho neutro foi adicionado a 79 mL de MEM com 10% (v/v) de Soro fetal bovino e 1% (v/v) da
mistura de antibioticos: Penicilina/Estreptomicina. Em seguida, a solugéo foi incubada a 37 °C em banho-maria (HEMOQUIMICA)
por 30 minutos para que ocorresse a solubilizacdo dos cristais de vermelho neutro. Logo apos a solucdo foi centrifugada

(FANEM") por 10 minutos a 1000 rpm.

7. Solucéo de Cloreto de Calcio (1%)

8. Solucéo de Formaldeido (0,5% v/v) em Cloreto de Calcio (1%)

9. Solucéo de Alcool acido (1% v/v de &cido acético em 50% de alcool etilico absoluto)

10. Solucéo de azul de Trypan 0,3% em PBS



11. Solugéo de Anfotericina B

A Anfotericina B (CRISTALIA) foi gentilmente cedida pelo professor da Faculdade de Farmécia Lucas Anténio Miranda Ferreira.
Primeiramente 0,0050 — 0,0300 g de Anfotericina B (90% de grau de pureza) foram solubilizadas em 0,2-0,8 mL e Dimetilsulfoxido
(DMSO). Em seguida, o volume foi completado para 50 mL com PBS em um baldo volumétrico (0,01% de DMSO). A solucéo

estoque foi armazenada em vidro &mbar até o momento de uso (2 a 8 T por no maximo um meés).

12. Substancia X
A substancia X foi diluida em MEM e utilizada na faixa de concentracéo de 0,05-0,30 puM.

3.3. Cultivo celular

As linhagens celulares renais VERO (macaco verde africano, Cercopitecus aethiops, passagem 151) e MDCK (céo - Madin-Darby
canine kidney, passagem 69) foram gentilmente fornecidas pelo Departamento de Medicina Veterinaria (Prof.2 Zélia Inés Portela

Lobato - Faculdade de Veterinaria - Universidade Federal de Minas Gerais- UFMG).



Para cultivar as células renais VERO e MDCK, as mesmas foram colocadas em frascos estéreis de crescimento de 75 cm?
(SARDEST) contendo o meio de cultura MEM. Ao meio foram adicionados tampao HEPES, 10% (v/v) de soro fetal bovino e 1%
(v/v) de uma mistura dos antibiéticos: Penicilina (200 U/mL) e Estreptomicina (200 pg/mL). As garrafas foram incubadas em estufa
(SHEL LAB) a 37 <, umidificada com 5% de di6xido d e carbono (CO;). O meio foi substituido a cada dois ou trés dias, de acordo

com a confluéncia da monocamada celular (observada em microscépio invertido) e os subcultivos (passagens) realizados.

Quando as garrafas atingiram 100% de confluéncia o meio foi aspirado e a monocamada celular lavada duas vezes com solugao
tampdao fosfato salina sem célcio e sem magnésio (PBS). Posteriormente, para o descolamento das monocamadas, utilizou-se
solucao de Tripsina 0,10-0,50% e EDTA 0,01-0,04%. Em seguida, foi realizada a contagem das células com azul de trypan 0,3%

na camara de Neubauer (OPITIK LABOR), conforme descrito abaixo.

3.4. Medida da viabilidade celular com o emprego do azul de Trypan

Para a realizacdo dos experimentos de citotoxicidade, bem como para a manutencdo das células viaveis em estoque, foi estimado
0 numero de células viaveis com o uso do corante azul de Trypan. O fundamento desse método baseia-se na observacdo de que

células viaveis sdo impermeaveis ao referido corante, ao passo que as ceélulas ndo viaveis apresentam permeabilidade, devido a



formacédo de poros na membrana, 0 que permite a penetracdo do corante e assim as células ndo viaveis exibem coloragcdo azul
apos tratamento (KONOPKA et al., 1996). Resumidamente, 100 uL da suspenséo celular foi adicionada a 900 pL do azul de trypan

(0,3%) e posteriormente uma gota foi colocada na camara de Neubauer para a realizagcdo da contagem.

3.5. Ensaios de citotoxicidade utilizando Vermelho Neutro

O corante Vermelho Neutro tem sido utilizado como indicador de citotoxicidade em culturas primarias de hepatécitos e em outras
linhagens celulares. Caracteriza-se por acumular nos lissosomas de células viaveis (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006) que incorporam
esse corante vital, ligeiramente catiénico, que penetra na membrana celular por difusdo passiva néo-idnica e se concentra nos
lisossomas, onde se fixa através de ligacdes eletrostaticas a grupos aniénicos inclusive fosfatos hidrofébicos da matriz lisossomal

(MELO, 2000).

As células foram colocadas em placas de plastico de 96 pocinhos (SARDEST) e expostas as seguintes concentracdes de
Anfotericina B (2, 4, 6, 8, 10, 15, 20 e 30 pg/mL). Apds os periodos de 1, 6, 18, 24 e 48 horas de exposi¢cdo das células a

Anfotericina B 0 ensaio de toxicidade do Vermelho Neutro foi realizado para avaliar a citotoxicidade. As concentracdes estudadas



foram baseadas no trabalho de WASAN e colaboradores (1994). Concentracbes de Anfotericina B entre 0,25 e 5 pg/mL

correspondem aos niveis farmacologicos dessa droga em muitos pacientes (ROGERS et al., 1998).

Para a realizacdo destes experimentos, foram utilizadas células da linhagem VERO nas passagens 151 a 157 e células da

linhagem MDCK nas passagens 69 a 77.

A cada pocinho foram adicionadas células na concentracéo de 1,0 x 10 — 1,0 x 10°, sendo 180 pL o volume final de células e
meio de cultura MEM (10% v/v de Soro Fetal Bovino e 1% (v/v) de mistura de antibiéticos Penicilina/Estreptomicina). As células
foram incubadas com Anfotericina B com 10 - 50 pL das oito diferentes concentragdes (2, 4, 6, 8, 10, 15, 20 e 30 pg/mL). Para
obter cada uma dessas concentracdes, volumes diferentes da solugdo estoque de Anfotericina B (30 pg/mL) foram adicionados
aos pocinhos e completados com PBS para chegar ao volume final de 10 - 50 pL. Ao controle foram adicionados 10 - 50 uL de

PBS.

As placas ficaram incubadas em estufa umidificada com 2-7% de CO,a 37 C por 1, 6, 18, 24 e 48 horas. Decorrido esse s tempos,

o0 sobrenandante foi retirado e 200 pyL de solucdo de Vermelho Neutro (40 pg/mL) foram adicionados e a placa incubada



novamente em estufa umidificada com 2-7% de CO, a 37 C, por 3 horas. Em seguida, retirou-se o sobr enadante e adicionou-se

200 pL de solucéo de formaldeido (0,5%, v/v) em CaCl, (1%).

Apébs cinco minutos retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 100 pL de solucdo de &lcool 4cido (BABICH & BOREUNFREUND,
1991). A absorbéancia foi lida a 540 nm no leitor de microplacas (THERMO PLATE). O célculo utilizado para avaliar a percentagem
de viabilidade celular foi: Absorbancia das células tratadas/ absorbancia do controle X 100. A percentagem de citotoxidade foi

assim calculada: 100 — percentagem de viabilidade. Ao controle atribuiu-se 100% de viabilidade.

Dessa forma, foi verificado se as linhagens celulares estudadas possuiam sensibilidade adequada para avaliacdo da

nefrotoxicidade provocada pela Anfotericina B.

3.6. Estudo da sinalizacdo celular via PKC

Para a realizacdo destes experimentos, foram utilizadas células da linhagem VERO nas passagens 156 a 157 e células da

linhagem MDCK nas passagens 69 a 70.



Inicialmente, as células foram incubadas numa faixa de 0,5 - 3 horas a 37 C em banho-maria, com a sub stancia X (0,05-0,30uM),
em tubos de vidro. O numero de células adicionado a 180 pL de meio de cultura MEM (10% v/v de Soro Fetal Bovino e 1% v/v de
mistura de antibiéticos Penicilina/Estreptomicina) foi 1,0 x 10°-1,0 x 10°, sendo a contagem realizada conforme descrito no item

3.4.

Posteriormente, as células foram colocadas em placas de 96 pocinhos em auséncia ou presenca de 20 pL de Anfotericina B (30
pg/mL) por 1 e 18 horas. As células que ndo foram pré-incubadas com a substancia X também foram adicionadas a placa nas
mesmas condi¢des (1,0 x 10% — 1,0 x10° células em 180 pL de meio), na auséncia ou presenca de 20 pL de Anfotericina B (30
pg/mL) por 1 e 18 horas. Apos esses tempos de incubacgéo o ensaio de citotoxicidade do Vermelho Neutro foi realizado, conforme

citado no item 3.5.

3.7. Andlise Estatistica

A analise estatistica dos resultados foi efetuada pela Empresa Jr. de Estatistica da UFMG.



Os testes estatisticos utilizados foram os ndo paramétricos de “Mann & Whitney” e “Kruskal-Wallis”. O programa estatistico foi o

SPSS 15.0 for Windows.

O teste de “Mann & Whitney” correspondente ao teste t para amostras independentes no caso paramétrico e avalia se existe
diferenca significativa entre duas variaveis distintas. Por exemplo, quando tiver a existéncia de dois grupos: controle versus

experimento-teste (Anfotericina B).

Ja o teste de “Kruskal-Wallis” avalia a diferenca entre trés grupos ou mais. Assim, este teste compara trés ou mais grupos
definidos por um fator simples. Por exemplo, nove grupos (controle e oito diferentes concentracdes de Anfotericina B: 2, 4, 6, 8, 10,

15, 20 e 30 pg/mL) mediante um fator simples: efeito deste farmaco.

O nivel de significancia foi avaliado a partir de um p-valor e para valores com p<0,05 os resultados foram considerados

significativos.



4. RESULTADOS

4.1. Ensaios de citotoxicidade utilizando Vermelho Neutro

4.1.1. Ensaio de toxicidade linhagem VERO utilizand o Vermelho Neutro

Os resultados mostraram que a Anfotericina B foi capaz de exercer o seu efeito citotdéxico sobre a linhagem de células VERO nos
cinco tempos estudados (1, 6, 18, 24 e 48 horas) (Tabela 1). As trés maiores concentracdes (15, 20 e 30 pug/mL) apresentaram
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo ao controle nos cinco tempos, de acordo com o teste ndo parameétrico

de “Mann & Whitney” (Tabela 1).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre as trés maiores concentracdes em cada um dos cinco tempos

avaliados, de acordo com o teste de comparacfes multiplas de “Kruskal-Wallis” (Tabela 1).



Os resultados ainda mostraram que o efeito citotoxico gerado pelas trés maiores concentracdes (15, 20 e 30 pg/mL) de
Anfotericina B ocasionaram conseqientemente menor viabilidade celular, em todos os tempos estudados, sendo que essa foi
significativa (p>0,05) pelo teste ndo paramétrico de “Mann & Whitney” (Gréfico 1).

Tabela 1. Estudo cinético do efeito citotoxico da Anfotericina B nas células da linhagem VERO utilizando Vermelho Neutro

Concentragdes ( pg/mL)

Tempo
(horas) Controle 2 4 6 8 10 15 20 30

11] 0,209+0,025 0,152+0,019 0,154+0,017 0,146+0,017 0,153+0,018 0,144+0,025 0,134+0,023* 0,093+0,016* 0,078+0,014*

600 0,111+0,014 0,079+0,013 0,084+0,014 0,069+0,012 0,071+0,018 0,052+0,016 0,039+0,015* 0,041+0,013* 0,036+0,011*

1811 0,095+0,011 0,065+0,009 0,055+0,007 0,067+0,009 0,057+0,007 0,050+0,006 0,044+0,007* 0,036+0,006* 0,033+0,005*

24[11 0,209+0,010 0,108+0,012 0,113+0,010 0,100+0,008 0,081+0,007 0,063+0,005 0,058+0,008* 0,053+0,009* 0,046+0,009*

48011 0,468+0,012 0,186+0,020 0,189+0,014 0,185+0,014 0,177+0,009 0,169+0,016 0,130+0,007* 0,125+0,009* 0,104+0,010*

Os resultados séo expressos como meédia # erro padrdo. //Indica diferenca significativa (p<0,05) das concentracdes em relacéo ao
grupo controle dentro de cada tempo pelo teste ndo paramétrico de “Mann & Whitney”. /77Indicam que ndo houve diferenca



significativa (p>0,05) quando comparou as trés maiores concentracdes entre si, pelo teste de compara¢des multiplas “Kruskal-
Walllis”. Para cada tempo: n=5, sendo para cada concentracao 6 repeticoes.

Gréafico 1. Avaliacao do efeito citotoxico da Anfotericina B nas células da linhagem VERO: estudo da viabilidade celular utilizando

Vermelho Neutro.
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Células da linhagem VERO foram incubadas nos tempos de 1, 6, 18, 24 e 48 horas com Anfotericina B nas concentracdes de 2, 4,

6, 8, 10, 15, 20 e 30 wg/mL para avaliacdo da viabilidade celular. Para cada tempo: n=5, sendo para cada concentracdo 6
repeticoes.

Ao analisar comparativamente as trés maiores concentracdes (15, 20 e 30 pg/mL) de Anfotericina B, que geraram maior
citotoxicidade e consequentemente, menor viabilidade, nos cinco tempos avaliados, os resultados com 1 hora de exposi¢cao foram
eficientes para identificar a citotoxicidade e a diminuicdo da viabilidade nas células da linhagem VERO (Figura 6, painéis A, B e C).
Esses resultados foram estatisticamente diferentes (p<0,05) dos resultados de citotoxicidade e viabilidade quando comparados aos
tempos de 6, 18 e 48 horas de exposicéo (Figura 6 — painéis A, B e C).

Entretanto, quando essa comparacéo foi feita entre os tempos de 1 e 24 horas ndo houve diferenca significativa (p>0,05) pelo teste
nao parameétrico “Mann & Whitney ” (Figura 6 — painéis A, B e C). Quando foi realizada a analise dos resultados nos tempos de 6,
18 e 24 horas verificou-se maior capacidade citotoxica da Anfotericina B e, consequentemente, diminuicdo da viabilidade celular,
em relacdo aos tempos de 1 e 48 horas, sendo essa analise significativa (p<0,05) pelo teste de comparac¢des multiplas “Kruskal-

Wallis” (Figura 6 — painéis A, B e C).



Quando comparamos os tempos de 1 e 48 horas observamos menor capacidade citotoxica com um consequente aumento da

viabilidade celular que foi significativo (p<0,05) pelo teste nao paramétrico “Mann & Whitney ”.

Figura 6 . Avaliacdo comparativa de trés concentracdes de Anfotericina B (15, 20 e 30 pg/mL) nos cinco tempos (1, 6, 18, 24 e 48

horas) na linhagem celular VERO utilizando Vermelho Neutro.
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*Indica diferenca significativa (p<0,05) entre o tempo de 1 hora em relacdo aos tempos de 6, 18 e 48 horas, pelo teste de ndo
paramétrico de “Mann & Whitney”.



4.1.2. Ensaio de toxicidade linhagem MDCK utilizand o Vermelho Neutro

Os resultados mostraram que a Anfotericina B foi capaz de exercer o seu efeito citotoxico sobre a linhagem de células MDCK nos
cinco tempos estudados (1, 6, 18, 24 e 48 horas) (Tabela 2 e Grafico 2). As trés maiores concentracdes (15, 20 e 30 pg/mL)
apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo ao controle nos cinco tempos, de acordo com o teste

ndo paramétrico de “Mann & Whitney” (Tabela 2).

Quando se comparou as trés concentracdes (15, 20 e 30 pg/mL) de Anfotericina B entre elas, em cada um dos cinco tempos, nao
houve diferenca significativa (p>0,05) com 1 e 6 horas de incubacdo, quando comparadas pelo teste de comparacdes multiplas de

“Kruskal-Wallis (Tabela 2) .

Entretanto, nos tempos de 18, 24 e 48 horas essas diferencas foram significativas (p<0,05) pelo teste de comparagcbes multiplas

“Kruskal-Wallis” (Tabela 2). Assim, a linhagem MDCK apresentou perfil distinto da linhagem VERO.



Tabela 2. Estudo cinético do efeito citotdxico da Anfotericina B nas células da linhagem MDCK utilizando Vermelho Neutro.

Concentracoes ( pg/mL)

Tempo
(horas) Controle 2 4 6 8 10 15 20 30

1 0,230+0,021 0,167+0,019 0,143+0,018 0,166+0,017 0,180+0,016 0,157+0,019 0,149+0,020* 0,156+0,022* 0,099+0,019*

6 0,151+0,026 0,095+0,021 0,102+0,019 0,076+0,010 0,075+0,013 0,064+0,010 0,052+0,005* 0,050+0,007* 0,038+0,004*

1811 0,045+0,006 0,038+0,011 0,043+0,010 0,039+0,009 0,036+0,008 0,037+0,007 0,026+0,006* 0,023+0,004* 0,010+0,003*

24[11 0,144+0,008 0,152+0,005 0,142+0,005 0,134+0,005 0,127+0,005 0,120+0,004 0,114+0,004* 0,098+0,004* 0,070+0,003*

48[1] 0,113+0,012 0,134+0,017 0,133+0,017 0,144+0,020 0,136+0,016 0,111+0,013 0,071+0,008* 0,083+0,009* 0,044+0,005*

Os resultados sdo expressos como média # erro padrdo. //ndica diferenca significativa (p<0,05) das concentragbes em relacdo ao
grupo controle dentro de cada tempo pelo teste ndo paramétrico de “Mann & Whitney”. /7Andicam que houve diferenca significativa
(p<0,05) quando comparou as trés maiores concentracdes entre si, pelo teste de comparacdes multiplas “Kruskal-Wallis”. Para
cada tempo: n=5, sendo para cada concentracéo 6 repeticoes.



Grafico 2. Avaliacéo do efeito citotoxico da Anfotericina B nas células da linhagem MDCK: estudo da viabilidade celular utilizando

Vermelho Neutro.
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Células da linhagem MDCK foram incubadas nos tempos de 1, 6, 18, 24 e 48 horas com Anfotericina B nas concentracdes de 2, 4,
6, 8, 10, 15, 20 e 30 wg/mL para avaliacdo da viabilidade celular. Para cada tempo: n=5, sendo para cada concentracédo 6
repeticoes.



Ao analisar comparativamente as trés maiores concentracbes (15, 20 e 30 pg/mL) de Anfotericina B que geraram maior
citotoxicidade e consequentemente, menor viabilidade, nos cinco tempos avaliados, os resultados com 1 hora de exposi¢cao foram
eficientes para identificar a citotoxicidade e a diminuicéo da viabilidade celular nas células da linhagem MDCK (Figura 7, painéis A,
B e C). Esses resultados foram estatisticamente diferentes (p<0,05) dos resultados de citotoxicidade e viabilidade quando
comparados aos tempos de 6, 18 e 48 horas de exposicao (Figura 7 — painéis A, B e C). Entretanto, quando essa comparacao foi
efetuada entre os tempos de 1 e 24 horas nédo ocorreram diferencas significativas (p>0,05) pelo teste ndo paramétrico de “Mann &

Whitney” (Figura 7 — painéis A, Be C).

Quando foi realizada a analise dos resultados nos tempos de 6, 18 e 24 horas verificou-se maior capacidade citotdéxica da
Anfotericina B, com consequente diminuicdo da viabilidade celular, em relacdo aos tempos de 1 e 48 horas, sendo essa

significativa (p<0,05) pelo teste de comparac¢des multiplas “Kruskal-Wallis” (Figura 7 — painéis A, B e C).

Quando comparamos os tempos de 1 e 48 horas observamos maior capacidade citotoxica com consequente diminuicdo da

viabilidade celular em 48 horas, sendo significativo (p<0,05) pelo teste ndo paramétrico “Mann & Whitney ”



Figura 7. Avaliacdo comparativa de trés concentractes de Anfotericina B (15, 20 e 30 pg/mL) nos cinco tempos (1, 6, 18, 24 e 48

horas) na linhagem celular MDCK utilizando Vermelho Neutro.
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*Indica diferencga significativa (p<0,05) entre o tempo de 1 hora em relacdo aos tempos de 6, 18 e 48 horas, pelo teste nao
paramétrico de “Mann & Whitney”.

4.1.3. Comparacao do efeito citotoxico da Anfoteric  ina B entre as linhagens VERO e MDCK utilizando Ver melho Neutro

A fim de avaliar a sensibilidade das duas linhagens frente a Anfotericina B foram feitas comparacfes entre ambas apds a

exposicao as trés concentracdes mais toxicas (15, 20 e 30 ug/mL) nos cinco tempos estudados (1, 6, 18, 24 e 48 horas).



Tabela 3. Comparagcdo do efeito citotoxico das trés concentracbes de Anfotericina B (15, 20 e 30 ug/mL) entre as linhagens
celulares VERO e MDCK utilizando Vermelho Neutro.

Tempo Linhagens 15 (pg/mL) % Cito. 20 (png/mL) % Cito. 30 (png/mL) % Cito.
1h. VERO 0,134 + 0,023 35 0,093 + 0,016 55 0,078 +0,014 62
MDCK 0,150 + 0,020 35 0,156 + 0,022 32 0,099 +0,019 57
6 hs. VERO 0,039 + 0,015 65 0,041 +0,013 63 0,036 +0,011 67
MDCK 0,052 + 0,005 65 0,050 + 0,007 67 0,038 + 0,004 74
18 hs. VERO 0,044 + 0,007 53 0,036 + 0,006 62+ 0,033 + 0,005 65*
MDCK 0,026 + 0,006 42 0,023 + 0,004 48 0,011 +0,003 75
24 hs. VERO 0,058 + 0,008 s 0,053 + 0,010 74 0,046 +0,009 e
MDCK 0,114 + 0,004 20 0,098 + 0,004 32 0,070 + 0,003 51
48 hs. VERO 0,130 + 0,007 72* 0,125 +0,010 73* 0,104 0,010 i
MDCK 0,071 + 0,008 37 0,083 + 0,009 27 0,044 +0,005 61

Os valores expressam média + erro padrdo. h.= hora; hs.= horas; % Cito. = percentagem de citotoxicidade.//Indica que houve
diferenca significativa (p<0,05) entre as citotoxicidades pelo teste ndo paramétrico de “Mann & Whitney”.

Conforme mostrado na tabela 3, com 1 e 6 horas de exposicao as trés concentragdes (15, 20 e 30 pug/mL) de Anfotericina B ndo
houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre ambas quanto a capacidade citotoxica do farmaco. Entretanto, nos

tempos de 18, 24 e 48 horas essa diferenca foi significativa (p<0,05) pelo teste ndo paramétrico “Mann & Whitney”.



Com 18 horas de incubacéo as concentracdes de 15 e 20 pg/mL de Anfotericina B foram mais citotoxicas (p<0,05) para as células
da linhagem VERO. No entanto, a concentracdo de 30 pg/mL foi mais citotdxica para a linhagem MDCK (p<0,05), pelo teste ndo

paramétrico de “Mann & Whitney” (Tabela 3).

Com 24 e 48 horas de incubacéo as trés concentracdes de Anfotericina B foram mais citotoxicas para as células da linhagem

VERO (p<0,05), pelo teste ndo paramétrico de “Mann & Whitney” (Tabela 3).

4.2. Estudo da sinalizag&o celular via PKC

Diante dos resultados obtidos do ensaio de toxicidade nas duas linhagens, dois tempos de exposicdo a Anfotericina B foram
selecionados para o estudo da via de sinalizacdo celular PKC: 1 hora e 18 horas. O primeiro tempo foi devido ao fato da
Anfotericina B ja apresentar citotoxicidade com 1 hora de incubacéo, o que demonstrou o desencadeamento de um processo de

sinalizacao celular iniciada pelo farmaco e o segundo tempo foi escolhido pelo fato desse ser o tempo em que o farmaco tem o seu



pico de acdo. A concentracdo de Anfotericina B (30 pg/mL) também foi escolhida baseada nos resultados obtidos dos ensaios de

citotoxicidade com Vermelho Neutro, sendo essa a que apresentou maior efeito.

4.2.1. Estudo da via de sinalizacao celular de PKC  na linhagem VERO

De acordo com a figura 8 (Painel A) e a tabela 4, com 1 hora de incubacdo da linhagem de células VERO com a substancia X
ocorreu inibicdo significativa (p<0,05) de 37% em relacdo ao controle. Quando as células foram expostas a Anfotericina B, a

inibicdo em relacéo ao controle foi de 46%, sendo também significativa (p<0,05) (Figura 8, painel A).

Entretanto, quando as células foram incubadas com a substancia X e com a Anfotericina B, ocorreu ativacdo nao significativa
(p>0,05) de 14% (Figura 8, painel A) quando comparados com os valores apresentados das células incubadas apenas com o

farmaco. Estes dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico de “Mann & Whitney”.

O estudo da sinalizacdo com 18 horas apresentou o mesmo perfil de 1 hora. No entanto, com 18 horas os efeitos inibitorios

provocados pela substancia X e pela Anfotericina B foram exacerbados. Assim, com 18 horas ocorreu inibicdo significativa



(p<0,05) de 48% (Figura 8, painel B) quando as células foram incubadas com a substancia X em relacdo ao controle. Quando
essas células foram expostas a Anfotericina B pelo mesmo tempo ocorreu inibicdo significativa (p<0,05) de 61% (figura 8, painel

B), também em relacédo ao controle.

Entretanto, quando as células foram incubadas com a substancia X e com a Anfotericina B houve ativagcdo néo significativa
(p>0,05) de 9% quando comparada com os valores obtidos das células incubadas apenas com o farmaco, segundo o teste néo
paramétrico de “Mann & Whitney”.

Tabela 4. Estudo comparativo da via de sinalizacdo celular de PKC da linhagem VERO incubada em presenca ou auséncia da

Anfotericina B nos tempos de 1 e 18 horas.

Tempo

(horas) Controle Cels. + SubX % Inib. Cels.+ A % Inib. Cels.+ SubX+ A. % Ativ.
1 0,218£0,031 0,138£0,013 37* 0,117+0,012 46* 0,133+0,012 14
18 0,466+0,014 0,244+0,022 48* 0,184+0,022 61* 0,201+0,020 9

Os resultados sédo expressos com média # erro padrdo. Cels.+ SubX = células + Substancia X; % Inib.= percentagem de inibig&o;
Cels.+ A. = células + Anfotericina B; Cels.+ SubX + A. = células + Substancia X + Anfotericina B; % Ativ. = percentagem de
ativacao; //ndica que houve diferenca significativa (p<0,05) pelo teste ndo paramétrico de “Mann & Whitney”. Para cada tempo: n=
3, sendo 5 repeticgoes.



Figura 8. Estudo da via de sinalizacéo celular de PKC na linhagem celular VERO atraves da incubacédo com a Substéancia X.
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[ndica diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao controle, pelo teste ndo paramétrico de “Mann & Whitney”.



4.2.2. Estudo da via de sinalizacéo celular de PKC  na linhagem MDCK

De acordo com a figura 9 (painel A) e a tabela 5, com 1 hora de incubacao da linhagem de células MDCK com a Substancia X
houve inibicao significativa (p<0,05) de 36% em relacdo ao controle. Quando as células foram expostas a Anfotericina B, a inibicdo
em relacéo ao controle foi de 69%, sendo também significativa (p<0,05) (Figura 9, painel A). Entretanto, quando as células foram
incubadas com a substancia X e com a Anfotericina B ocorreu inibicdo ndo significativa (p>0,05) de 4% quando comparados com
os valores apresentados das células incubadas apenas com o farmaco. Esses dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico

de “Mann & Whitney”.

Da mesma maneira que na linhagem celular VERO, o estudo da sinalizagdo na linhagem celular MDCK com 18 horas apresentou
o mesmo perfil de 1 hora. Dessa forma, com 18 horas ocorreu inibi¢do significativa (p<0,05) de 54% (Figura 9, painel B) quando as
células foram incubadas com a substancia X em relacdo ao controle. Quando essas células foram expostas a Anfotericina B pelo
mesmo tempo ocorreu inibicdo significativa (p<0,05) de 51% (Figura 9, painel B). Entretanto, quando as células foram incubadas

com a substancia X e com Anfotericina B houve exacerbacéo da inibicdo de 52% que foi significativa (p<0,05) (figura 9, painel B)



guando comparado com os valores obtidos das células incubadas apenas com o farmaco, pelo teste ndo paramétrico de “Mann &

Whitney”.

Assim, com 18 horas de incubacao as células incubadas com a substancia X e com a Anfotericina B apresentaram efeito citotdxico
exacerbado (52% de inibicdo significativa - p<0,05) em relacdo as células incubadas com a substancia X e com a Anfotericina B

apenas por 1 hora (4% de inibicdo nédo significativa - p>0,05).

Tabela 5. Estudo comparativo da via de sinalizacdo celular de PKC da linhagem MDCK incubada em presenca ou auséncia da

Anfotericina B nos tempos de 1 e 18 horas.

Tempo

(horas) Controle Cels. + SubX % Inib. Cels.+ A % Inib. Cels.+ SubX + A. % Inib.
1 0,158+0,020 0,101+0,006 36* 0,049+0,012 69* 0,047+0,009 4
18 0,123£0,011 0,057+0,010 54* 0,060£0,004 51* 0,029+0,003 52*

Os resultados séo expressos com média # erro padrdo. Cels.+ SubX; = células +Substancia X; % Inib.= percentagem de inibi¢&o;
Cels.+ A. = células + Anfotericina B; Cels.+ SubX. + A. = células + Substancia X + Anfotericina B; % Ativ. = percentagem de
ativacao; //Indica que houve diferenca significativa (p<0,05) pelo teste ndo paramétrico de “Mann & Whitney”. Para cada tempo:
n=3, sendo 5 repeticoes.



Figura 9. Estudo da via de sinalizacdo celular de PKC na linhagem celular MDCK através da incubagcéo com a Substancia X.
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[Andica diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao controle, pelo teste ndo paramétrico de “Mann & Whitney”.



4.2.3. Estudo da via de sinalizacao celular de PKC:  comparacéo entre as linhagens celulares VERO e MDC K

Os resultados mostraram que quando as linhagens celulares VERO e MDCK foram comparadas em cada um dos dois tempos
estudados (1 e 18 horas), verificou-se que o tempo de 1 hora apresentou o mesmo perfil do tempo 18 horas. Entretanto, com 18
horas as células incubadas com a substancia X e as células incubadas com a substancia X e com a Anfotericina B tiveram seus

efeitos exacerbados, como pode ser percebido pela figura 10 (painéis A e B).



Figura 10. Estudo comparativo das linhagens celulares VERO e MDCK: avaliagdo da via de sinalizacao celular de PKC.
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5. DISCUSSAO E CONCLUSOES

5.1. Ensaios de citotoxicidade utilizando Vermelho Neutro

Os ensaios in vitro sdo uma alternativa para avaliacdes de toxicidade de muitas substancias quimicas (BERNAUER et al., 2005) e
estudos detalhados de concentracfes e de tempo de exposicdo das células a essas substancias podem sustentar informacoes
valiosas sobre o mecanismo e tipo de toxicidade celular provocados por essas (EISENBRAND et al., 2002). A utilizacdo desses

ensaios apresentou aumento expressivo em todo o mundo nos ultimos anos (SPIELMANN et al., 2008).

Considerando que linhagens celulares renais foram descritas como importantes ferramentas para o estudo de produtos

terapéuticos que induziram nefrotoxicidade (PEFALLER & GSTRAUNTHALER, 1998; PRICE et al., 2004; LINCOPAN et al., 2005),

VERO e MDCK foram avaliadas no presente estudo no intuito de conhecer se ambas sédo adequadas para essa finalidade.

O método empregado para essa avaliacdo foi o teste de citotoxicidade do Vermelho Neutro, corante vital que se acumula em

células viaveis.



Os resultados obtidos no ensaio com Vermelho Neutro sdo dependentes de dois fatores principais. Primeiramente, dependem do
numero de células viaveis na cultura, onde ha relacéo linear entre o corante extraido da cultura e o numero de células viaveis na
mesma, 0 que implica que alteracdes tdxicas na proliferacdo celular podem modificar significativamente os resultados. Em
segundo lugar, os resultados dependem da viabilidade lisossomal das células ou funcdo dessas. A incorporacdo do Vermelho
Neutro por células viaveis pode ser modificada por alteracées na superficie celular ou na membrana lisossomal. De acordo com a
capacidade lisossomal de incorporar o corante € possivel distinguir células viaveis das injuriadas ou mortas (MELO,1996). A
avaliacdo da incorporacdo do corante pelas células é feita através dos valores de absorbéncia, sendo esses proporcionais a

viabilidade das células e dos lisossomas. Assim, esse ensaio é um indicador de danos provocados ao lisossoma.

As duas linhagens celulares, VERO e MDCK, apresentaram diminuic¢ao significativa (p<0,05) da viabilidade celular apds exposicao

a trés diferentes concentracdes de Anfotericina B (15, 20 e 30 pg/mL) nos cinco tempos avaliados (1, 6, 18, 24 e 48 horas).

Portanto, essas trés concentragdes reduziram a captacdo do Vermelho Neutro. Isso pode sugerir que a Anfotericina B, nas

referidas concentracdes, interage com as membranas lisossomais, 0 que pode indicar que essa organela € altamente susceptivel a



ser danificada por esse farmaco. Sendo assim, o mecanismo de toxicidade da Anfotericina B pode ser iniciado pelos danos
provocados ao lisossoma. Estudos anteriores ja relataram a importante participacdo dessa organela nos processos apoptoticos

(ZHAO et al., 2003).

O transporte da Anfotericina B, assim como o de outras drogas hidrofébicas, € mediado por proteinas plasmaticas de baixa
densidade (LDL) e essas estdo primariamente envolvidas no transporte de lipideos e proteinas por toda a circulacao sistémica.
Estudos indicam que esse farmaco se liga a lipoproteinas plasmaticas de baixa densidade in vivo € in vitro e esse fenbmeno esta
envolvido no desenvolvimento de toxicidade renal (WASAN, 1996). A Anfotericina B pode penetrar nas células por um mecanismo

de endocitose através de receptores LDL (VERTUT-DOI et al., 1994).

O receptor LDL transporta macromoléculas relevantes, principalmente lipoproteinas ricas em colesterol (LDL), para dentro das
células através de um processo chamado endocitose mediada por receptor. Esse processo envolve reconhecimento dos
receptores de superficie celular das particulas LDL proveniente da membrana celular externa, internalizacdo dessas e transporte

intracelular através de vesiculas.



A vesicula é degradada apo6s fusdo com lisossomas e libera lipideos para o citoplasma da célula, enquanto isso o receptor &
reciclado de volta a superficie da célula para se ligar a outras particulas de LDL (CHUNG & WASAN, 2004). Sendo assim, pode-se
sugerir que a Anfotericina B € liberada no interior celular dessa maneira, o que também pode ser condizente com 0 ensaio de

toxicidade Vermelho Neutro.

Apesar do teste de citotoxicidade do Vermelho Neutro ser largamente utilizado por varios pesquisadores em todo o mundo, a
metodologia empregada na realizacdo deste e em outros testes de citotoxicidade, como o MTT, pode ser questionavel, ja que o
contato das células com a substancia estudada s6 é feito ap6s 24 ou 48 horas de crescimento celular (ROMERO et al., 2004a;
FERNANDEZ FREIRE et al., 2005; FOTAKIS & TIMBRELL, 2006) e a substancia é adicionada nessas sem ser feito um teste de

viabilidade celular.

Como essas células aderem na superficie em que séo colocadas, decorridos esses tempos elas ja formaram camadas, ocorrendo
alterac6es bioquimicas importantes que podem gerar falsos resultados. Além disso, essas metodologias relatadas anteriormente

deixam as células por muito tempo em contato com a substancia (até 72 horas), para s6 depois realizar os testes de citotoxicidade.



Assim, os resultados apresentados na metodologia realizada por outros autores podem néao refletir a citotoxidade da substancia,
mas sim mostrar morte celular que pode ser provocada por outros fatores, como esgotamento de nutrientes do meio de cultivo ou

alteracdo do pH do meio decorrente do grande periodo de incubacéo.

Diante do exposto acima, a metodologia utilizada no presente estudo tem se mostrado mais eficaz e confiavel, pois a exposicao
das células a Anfotericina B € realizada em no maximo 48 horas com a verificacdo da viabilidade antes das células entrarem no

experimento, 0 que garante que essas células estao viaveis (£ 95% de viabilidade).

Além disso, curtos periodos de exposi¢do sdo recomendados quando j& se sabe que a substancia € toxica e seus efeitos vao ser
comparados entre linhagens celulares (FRESHNEY, 2001), o que esta totalmente de acordo com o presente estudo. Outros
autores que estudaram a citotoxicidade da Anfotericina B utilizaram a metodologia descrita primeiramente e os tempos de

incubac&o variaram de 24 a 72 horas (WASAN et al., 1994; BARTLETT et al., 2004; CHERON et al., 2003).



5.1.1. Ensaio de toxicidade linhagem VERO utilizand o Vermelho Neutro

Com os resultados obtidos do estudo de viabilidade celular realizado com a linhagem celular VERO, segundo tabela 1, grafico 1 e
figura 6, verificou-se que essas células sédo sensiveis aos efeitos nefrotoxicos provocados pela Anfotericina B. No entanto, como
essas células ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) entre as trés concentracdes mais toxicas (15,
20 e 30 pg/mL) do farmaco durante os cinco tempos de exposicao (1, 6, 18, 24 e 48 horas), pode-se sugerir que essa linhagem
nao foi a mais adequada, pelo teste de viabilidade celular Vermelho Neutro, para avaliar os efeitos téxicos provocados por
diferentes concentracdes de Anfotericina B. Ela foi util para verificar se o farmaco € téxico ou ndo, mas ndo conseguiu demonstrar

qual foi a melhor concentracdo para se avaliar esses efeitos toxicos.

Apesar de ter ocorrido diferenca significativa (p<0,05) das trés concentracdes de Anfotericina B (15, 20 e 30 pg/mL) entre o tempo
de exposicao 1 hora e os tempos de 6, 18 e 48 horas, o de 1 hora forneceu indicios do potencial citotoxico do farmaco em curto
espaco de tempo e foi importante para prever o efeito citotoxico que ocorreu nas horas posteriores. Sendo assim, com a
metodologia empregada no presente estudo conseguiu demonstrar que o tempo de 1 hora de exposicéo é suficiente para predizer

a manifestacao da toxicidade.



Além disso, pode-se sugerir que a diferenca significativa (p<0,05) ocorrida entre o tempo de 1 hora e o de 48 horas demonstrou
gue diminuindo a citotoxicidade e aumentando a viabilidade celular corrobora para qualificar mais uma vantagem dessa nova
metodologia, que consegue verificar que com um tempo maior de exposi¢cdo ao farmaco esse pode vir a nao ser toxico, pois nesse

tempo pode estar ocorrendo um processo de reversibilidade da citotoxicidade.

Verificou-se também que ndo ocorreu diferenca significativa (p>0,05) entre os tempos de exposi¢cdo 1 e 24 horas, 0 que volta a
ressaltar a importancia da metodologia aqui apresentada, onde pode-se detectar o inicio do processo de reversibilidade descrito
para 48 horas de incubac&o. Assim, pode-se inferir que para a linhagem VERO o periodo de tempo maximo para a realizacao

desse teste de citotoxicidade seria de 1- 24 horas.

Somado a isso, quando se comparou as concentracfes de 15, 20 e 30 pg/mL de Anfotericina B entre os tempos de exposicao 6,
18 e 24 horas, nao houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05). Com isso, pode-se dizer que a Anfotericina B exerce
seu maior efeito citotéxico na linhagem celular VERO entre 6 e 24 horas, o que esta de acordo com o tempo de meia-vida desse

farmaco (18 + 11 horas). Dessa forma, com a linhagem VERO conseguiu-se identificar o efeito toxico da substancia estudada em



todos os tempos estudados (1, 6, 18, 24 e 48 horas), mas ndo conseguiu diferenciar qual concentracao apresentou maior efeito

citotoxico.

5.1.2. Ensaio de toxicidade linhagem MDCK utilizand o Vermelho Neutro

De acordo com os resultados obtidos do estudo de viabilidade celular realizado com a linhagem celular MDCK, segundo a tabela 2,
grafico 2 e figura 7, pode-se sugerir que essa foi uma linhagem compativel para o estudo da nefrotoxicidade causada pela

Anfotericina B.

Da mesma maneira que na linhagem celular VERO, apesar da diferenca significativa (p<0,05) das trés concentrac¢des (15, 20 e 30
png/mL) de Anfotericina B, que ocorreu entre o tempo de exposi¢cdo 1 hora e os tempos de 6, 18 e 48 horas, o tempo de 1 hora
forneceu indicios do potencial citotoxico do farmaco em curto espaco de tempo e foi importante para prever o efeito citotoxico que
ocorreu nas células MDCK nas horas posteriores. Sendo assim, com a metodologia empregada no presente estudo se conseguiu

demonstrar que as células apresentaram sensibilidade ao farmaco estudado com apenas 1 hora de exposicéo.



Outro resultado passivo de discussao € que quando os tempos de 1 e 48 horas de incubacdo foram comparados, verificou-se que
a linhagem MDCK apresentou perfil distinto da linhagem VERO. Nessa, observou-se um perfil de reversibilidade da citotoxicidade

e viabilidade celular, mas na linhagem MDCK néo se observou tal efeito.

A linhagem celular MDCK teve o seu padréo citotéxico aumentado, o que pode caracterizar aumento da capacidade citotoxica e
menor sensibilidade aos efeitos toxicos desse farmaco. Como nédo ocorreu diferenca significativa (p>0,05) entre os tempos de
exposicdo 1 e 24 horas, pode-se sugerir que a nossa primeira hipotese se torna mais acertada e novamente esta nova

metodologia foi capaz de discriminar essa diferenca na sensibilidade de linhagens celulares a farmacos.

Como as concentracfes de 15, 20 e 30 ug/mL de Anfotericina B foram estatisticamente diferentes (p<0,05) durante cada um dos
tempos de exposicdo 18, 24 e 48 horas, pode-se sugerir que a linhagem MDCK foi potencialmente Gtil para avaliar e comparar

efeitos tdxicos provocados por diferentes concentragdes de Anfotericina B.



Como os tempos de 6, 18 e 24 horas apresentaram maior capacidade citotoxica frente a Anfotericina B em relacdo aos tempos de
1 e 48 horas e como ocorreram diferencas significativas (p<0,05) quando se comparou cada uma das trés concentracdes entre 0s
tempos 6, 18 e 24 horas, pode-se dizer que as células MDCK apresentaram sensibilidade significativa a concentra¢ de 30 pug/mL

de Anfotericina B, apds 18 horas de exposi¢do. Isso foi condizente com o pico de acdo da Anfotericina B (18 horas).

Diante disso, pode-se sugerir que as células MDCK foram eficazes para avaliar os efeitos nefrotoxicos causados por diferentes
concentragfes de Anfotericina B, além de conseguir mostrar qual foi a concentracdo mais toxica dentre as avaliadas e em qual
tempo de exposicao essa toxicidade foi maior. Mais uma vez devemos destacar que a nova metodologia empregada foi capaz de
detectar todas essas variabilidades quando se comparou diferentes linhagens celulares e também foi eficiente para detectar
diferencas de toxicidade e viabilidade quando se comparou concentracdes e tempos de exposi¢cdo diferentes numa mesma

linhagem.



5.1.3. Comparacéao do efeito citotoxico da Anfoteric  ina B entre as linhagens VERO e MDCK utilizando Ver melho Neutro

Quando se comparou as concentragcdes de Anfotericina B (15, 20 e 30 pg/mL) entre as duas linhagens com 1 e 6 horas de
exposicdo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05). Com isso, pode-se sugerir que as linhagens celulares
VERO e MDCK foram igualmente sensiveis a essas concentracdoes de Anfotericina B nos referidos tempos de exposicdo e ambas
conseguiram mostrar com apenas 1 hora de exposicdo os efeitos citotoxicos que a Anfotericina B provocaria nos tempos

subsequentes, como demonstrado anteriormente.

Essa diferenca entre ambas as linhagens s6 foi significativa (p<0,05) nos tempos de exposicao 18, 24 e 48 horas. Esses resultados
mostraram que com 18 horas de contato das células com Anfotericina B, a linhagem VERO apresentou maior sensibilidade para as
concentracdes de 15 e 20 pg/mL. Para a concentracdo de 30 pg/mL a linhagem MDCK foi mais sensivel aos efeitos do farmaco.

Com 24 e 48 horas as células VERO apresentaram maior sensibilidade para as trés concentracdes.

Uma possivel explicacdo para a diferenca de sensibilidade das duas linhagens frente a Anfotericina B € o fato dessas serem

originadas de regides diferentes do néfron. A VERO é uma linhagem composta por mistura de células proximais e distais,



enquanto a MDCK é formada apenas por células do tubulo distal. Como as células das porcdes distais do néfron sdo mais
resistentes a deficiéncia de oxigénio quando comparadas a células tubulares proximais (PFALLER & GSTRAUNTHALER, 1998) e
como a nefrotoxicidade causada pela Anfotericina B parece envolver constricdo arteriolar renal, a qual reduz o fluxo sanguineo
para os rins (NASCIMENTO et al., 2005) e provoca hipdxia ou isquemia, pode-se tentar explicar o perfil distinto de citotoxicidade

causada pela Anfotericina B nas linhagens celulares VERO e MDCK dessa maneira.

Assim, células dos tubulos proximais sdo mais sensiveis a acdo de farmacos, o que pode explicar a maior sensibilidade das
células VERO apo0s exposicdo a Anfotericina B em menor concentracdo (15 pg/mL) durante os cinco tempos estudados. As células
MDCK s6 conseguiram apresentar toxicidade semelhante quando foram expostas a concentracdo de Anfotericina B duas vezes

maior (30 pg/mL).

As células das porgdes distais realizam preferencialmente a glicolise aerdbica, entretanto, em situa¢des adversas sdo altamente
resistentes a deficiéncia de oxigénio pelo fato de enzimas do caminho glicolitico estarem confinadas nessas por¢des. Assim, a
atuacdo de drogas que diminuam a concentracdo de oxigénio pode alterar o metabolismo glicélico diminuindo a producédo de

trifosfato de adenosina (ATP). Em contraste, as por¢des proximais dos néfrons utilizam os aminoacidos glutamato, glutamina,



malato e succinato, sendo a glutamina o aminoacido preferencialmente utilizado para a sintese de glicose (gliconeogénese). Esta

reacao € energeticamente desfavoravel, pois seis moléculas de ATP sdo consumidas para sintetizar glicose.

Dessa forma, nas células das porcdes distais (MDCK) o ganho energético € maior, 0 que pode explicar a maior resisténcia dessa

linhagem celular aos efeitos toxicos da Anfotericina B.

Portanto, as diferencas anatémicas, funcionais e bioquimicas entre os varios tipos celulares ao longo do néfron sugerem que cada
uma dessas células responde de maneira caracteristica a exposicdo de substancias quimicas ou condi¢cfes patolégicas como
hipéxia ou isquemia. De fato, os rins sdo os alvos primarios de muitas drogas, primeiro por causa da alta taxa de filtracdo
sanguinea e segundo porque a presenca de sistemas de transporte celular facilita a concentracdo destes compostos dentro das

células epiteliais do néfron.

Por causa da distribuicdo heterogénea dos sistemas de transporte e diferente habilidade para bioativar ou detoxificar xenobiéticos,
as diferentes populacdes celulares (e, portanto, as varias regiées dentro do rim) ndo possuem o mesmo grau de dano apds a

exposicdo a substancias téxicas. Assim, populagdes de células distintas podem ser particularmente susceptiveis a uma classe de



guimicos e resistentes a injaria provocada por outra classe de substancias (PFALLER & GSTRAUNTHALER, 1998). Baseado

nessas informacoes ressalta-se a importancia de padronizar véarias linhagens para o estudo da nefrotoxicidade.

Outra possivel explicacdo para a diferente sensibilidade das duas linhagens € a ocorréncia de uma variacdo na expressao de
receptores LDL. Como relatado anteriormente, a captagdo celular da Anfotericina B € mediada por esses receptores, 0 que permite
dizer que quanto maior a expressido desses receptores pela célula, maior é a toxicidade da Anfotericina B (CHERON et al., 2003).
Como a linhagem VERO apresentou maior sensibilidade ao referido farmaco, pode-se sugerir que elas podem possuir um maior

numero de receptores LDL que as células da linhagem MDCK.

5.2. Estudo da sinalizacdo celular via PKC

Os resultados do presente estudo mostraram que as duas linhagens estudadas possuem a via de sinalizacdo de PKC, pois em
ambas a incubacao com a substancia X provocou alteracdes nessa via que foram significativas (p<0,05) pelo teste ndo paramétrico

de “Mann & Whitney”.



Entretanto, pode-se sugerir que a Anfotericina B exerce seu efeito nefrotéxico nas linhagens celulares VERO e MDCK de maneira
distinta. Na linhagem VERO a inibicdo da via PKC néo alterou a acdo do farmaco estudado, seja durante 1 ou 18 horas de
exposicao, pois ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre as células incubadas com a Anfotericina B e as
células incubadas com a substancia X e com o farmaco. Sendo assim, a Anfotericina B ndo utilizou essa via preferencialmente

para efetuar seu efeito citotoxico na linhagem VERO.

Entretanto, na linhagem MDCK a inibicdo da via PKC alterou o efeito toxico da Anfotericina B apds 18 horas de exposicao, pois
guando as células foram incubadas apenas com o referido farmaco ocorreu diferenca significativa (p<0,05) em relacéo as células
incubadas com a substancia X e com a Anfotericina B. Dessa forma, pode-se sugerir que nas células MDCK a inibicdo da via PKC

potencializou a toxicidade da Anfotericina B.

A Anfotericina B exerce seu efeito toxico sobre as células dos mamiferos apds ligacdo ao colesterol presente ha membrana
plasmatica (LEMKE et al., 2005). Assim, sugere-se que a Anfotericina B associada ao LDL se liga as moléculas de colesterol e
provoca ativagdo de uma cascata que envolve proteina G e a fosfolipase C (PLC), com a subsequente producéo de trifosfato de

inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP; produzido se liga ao receptor especifico presente no reticulo endoplasmético e promove a



liberacdo de calcio desta organela e consequentemente a translocacao da proteina cinase C (PKC) para a membrana. Somado a
isso, tém sido postulado que o aumento do calcio intracelular participa da toxicidade de varios compostos que formam poros nas

células de mamiferos, como a Anfotericina B (MATSUO et al., 2006).

Existem 13 isoformas de PKC e suas distribuicoes e funcdes dependem do tipo celular (LI & GOBE, 2006). Ativacdo de certas
isoenzimas de PKC pode inibir proliferacdo ou induzir apoptose em alguns tipos celulares (YANG & KAZANIETZ, 2003). Estudos
anteriores relataram que nas células epiteliais renais a ativacdo da PKC bloqueia apoptose (McCONKEY & ORRENIUS, 1996).
Como no presente estudo a inibicdo da via de PKC aumentou o efeito toxico da Anfotericina B nas células MDCK, pode-se sugerir
gue nessas células a inibicdo da via de PKC esta relacionada com apoptose e também o efeito nefrotoxico do farmaco. Entretanto,
esse mesmo efeito ndo foi observado na linhagem VERO, o que permite indagar se nessa linhagem o mecanismo de citotoxicidade

da Anfotericina B n&o seja preferencialmente dependente da via de sinalizagéo de PKC.



5.2.1. Estudo da via de sinalizacéo celular de PKC:  comparacao entre as linhagens celulares VERO e MDC K

Quando se realizou a analise comparativa da sensibilidade e da utilizacdo da via de sinalizacdo de PKC pela Anfotericina B nas
duas linhagens, verificou-se que o estudo da sinalizacao celular é altamente eficiente para discriminar, nas células nefroticas, o

efeito toxico.

Verificou-se que com uma hora de incubacao as duas linhagens celulares apresentaram o mesmo perfil, 0 que indicou a presenca
dessa via nas duas células. Os resultados também mostraram que a Anfotericina B ndo usou preferencialmente essa via para

efetuar o seu efeito citotdéxico nas duas linhagens.

Entretanto, ao estender este tempo de ensaio para um tempo de 18 horas (pico de acdo do farmaco), verificou-se que as mesmas
informacgdes obtidas com uma hora de incubacdo foram mantidas, mas conseguiu-se extrair nova informacao da linhagem celular

MDCK. Observou-se que com 18 horas de incubacéo a inibicdo da via de sinalizacdo de PKC pode potencializar o efeito citotoxico



da Anfotericina B, resultado esse que se torna extremamente importante no que tange a avaliacdo de possiveis medicamentos que

interfiram nessa via de sinalizacéo e que estejam sendo administrados conjuntamente com a Anfotericina B.

Nesse contexto, o presente trabalho conseguiu desenvolver uma nova metodologia mais eficaz e confiavel para a avaliacdo dos
efeitos toxicos da Anfotericina B que pode ser utilizada para o estudo de outros medicamentos presentes no mercado, mas
também de novas moléculas que ainda ndo possuem efeito nefrotdxico conhecido. Aléem desses avancos, foram introduzidos os
estudos com sinalizacao celular, o que permitiu discriminar a sensibilidade do farmaco frente a diferentes linhagens celulares de

um mesmo oOrgao.

Assim, o trabalho atual vem acrescentar importante avanco tecnoldgico para o estudo de medicamentos ou novas moléculas, o
qgual permitirA maior segurangca nos resultados obtidos, assim como melhor valor preditivo quanto a toxicidade dos referidos

produtos.
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