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RESUMO

Formulag¢des comerciais de herbicidas contendo glifosato como ingrediente ativo,
especialmente o Roundup®, sdo amplamente utilizadas em todo o mundo. O presente estudo
investigou os efeitos da exposi¢ao perinatal ao Roundup® (herbicida a base de glifosato; HBG)
no tecido renal da prole aos 15 dias de idade. O herbicida foi administrado na agua de beber das
ratas na dose equivalente a 0,36% de glifosato, desde o 5° dia de prenhez até a prole completar
15 dias de vida pos-natal (PND15). Para compreender os possiveis mecanismos de toxicidade
renal induzidos pela exposi¢do ao HBG, foram avaliados parametros histomorfométricos do
tecido renal, indicadores bioquimicos da func¢do renal, marcadores inflamatorios e de estresse
oxidativo bem como vias de sinalizacdo celular. Os resultados revelaram redu¢ao na massa
corpérea e renal dos filhotes expostos ao HBG. Os dados histomorfométricos mostraram
diminui¢do no tamanho da &area do tufo glomerular/vasculatura renal e alteracdes na
histoarquitetura renal, incluindo perda do espago de Bowman, atrofia e colapso dos glomérulos
renais. A avaliagdo de possivel lesdo renal revelou aumento na concentragdo de lipocalina
associada a gelatinase neutrofilica (NGAL), indicando lesdo renal aguda, associada perda da
fung@o renal com aumento nas concentracdes plasmaticas de creatinina no grupo exposto ao
herbicida. Observou-se ainda aumento na producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
de nitrogénio (ERNs) no tecido renal dos filhotes expostos. A diminui¢do na atividade da
superoxido dismutase (SOD) e da catalase no tecido renal do grupo exposto sugere diminuigao
da resposta antioxidante, embora o contetdo de glutationa (GSH) tenha aumentado. A
concentracgao das citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-1 e TNF-a diminuiu no tecido renal dos
filhotes expostos a0 HBG em relacdo aos controles. A exposi¢ao ao HBG aumento a atividade
da adenosina desaminase que pode estar associada ao aumento da concentracdao de inosina. A
diminui¢do na fosforilagao das proteinas JNK1 e JNK2, bem como no imunoconteudo de Nrf2
sugerem que estas vias de sinalizagdo estdo envolvidas no mecanismo de toxicidade do
herbicida. Os resultados sugerem que a exposi¢dao perinatal ao HBG induz nefrotoxicidade

associada a lesdo glomerular, estresse oxidativo e supressao das respostas pro-inflamatorias.

Palavras-chave: Roundup®. Glifosato. Estresse oxidativo. Nefrotoxicidade. lesdo renal aguda.



ABSTRACT

Commercial herbicide formulations containing glyphosate as an active ingredient, especially
Roundup®, are widely used throughout the world. This study investigated the effects of
perinatal exposure to Roundup® (glyphosate-based herbicide; GBH) on the immature rat
kidney. The herbicide was administered in the drinking water of the pregnant rats at a dose
equivalent to 0.36% glyphosate, from the 5th day of pregnancy until the offspring reached 15
days of postnatal life. To understand the potential mechanisms of renal toxicity induced by
GBH exposure, histomorphometric parameters of renal tissue, biochemical indicators of renal
function, inflammatory markers, oxidative stress, and cellular signaling pathways were
assessed. The results revealed a reduction in the body and renal mass of the offspring exposed
to GBH. Histomorphometric data showed a decrease in the size of the glomerular tuff/renal
vasculature and alterations in renal histoarchitecture, including loss of Bowman's space,
atrophy, and collapse of renal glomeruli. Acute kidney injury evaluation indicated an increase
in the concentration of neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), indicating early
renal injury, associated with increased plasma creatinine concentrations in the herbicide-
exposed group. An increase in the production of reactive oxygen species (ROS) and reactive
nitrogen species (RNS) in kidney of the exposed rats was also observed. The decrease in
superoxide dismutase (SOD) and catalase activities suggest a decrease in the antioxidant
response, although the glutathione (GSH) content increased in the GBH-exposed group. The
concentration of pro-inflammatory cytokines IL-6, IL-1B, and TNF-a decreased in the renal
tissue of the GBH-exposed offspring compared to the controls. Exposure to GBH also induced
an increase the adenosine deaminase activity, suggesting a subsequent increase in extracellular
inosine concentration. The decrease in the phosphorylation of JINK1 and JNK2 proteins, as well
as the immunoreactivity of Nrf2, suggests that these signaling pathways are involved in the
herbicide's toxicity mechanism. The results suggest that perinatal exposure to GBH induces
nephrotoxicity associated with glomerular injury, oxidative stress, and suppression of pro-

inflammatory responses.

Keywords: Roundup®. Glyphosate. Oxidative stress. Nephrotoxicity. Acute kidney injury.
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1 INTRODUCAO

O crescimento populacional desencadeou o aumento na producdo agricola. Para
alimentar uma populag@o de 8 bilhdes de pessoas € necessaria uma produgdo em grande escala,
o que refletiu no consumo alarmante de agrotdxicos. Tais justificativas do uso tem colocado o
Brasil na segunda posi¢ao mundial na compra desses produtos. Em 2019, a Unido Europeia
comercializou 12 mil toneladas de agrotoxicos com o Brasil € o consumo anual chegou a 660
mil toneladas (IBAMA, 2020). O uso exacerbado tem chamado a atencdo das autoridades
sanitarias para os riscos a saude publica, dado que levou a criagdo do monitoramento de estudos
com estas formulagdes quimicas. O principal objetivo foi elucidar se os compostos predispdem
riscos a saude humana e se estariam envolvidos no desenvolvimento de cancer, doenga renal
crOnica em trabalhadores rurais, doengas respiratdrias e doencas dermatologicas (Jayasumana;
Gunatilake; Senanayake, 2014; Camacho; Mejia, 2017). Dentre os produtos mais consumidos
e monitorados esta o glifosato [N-(fosfonometil) glicina] que € o agrotoxico mais amplamente
aplicado em todo o mundo e ¢ um ingrediente ativo de todos herbicidas a base de glifosato
(HBGs), e encontrado na formulacdo comercial “Roundup”. As sementes geneticamente
modificadas (GM) resistentes ao glifosato foram introduzidas no mercado mundial a partir de
1996 com objetivo de aumentar a produgdo de alimentos. Nos Estados Unidos (EUA) o
glifosato estd contido em mais de 750 produtos, particularmente herbicidas utilizados para
cultivos GM, mas também em outros produtos usados na agricultura, aplicagdes florestais,
urbanas e domésticas. Em 2015, 89% da producao de milho, 94% de soja e 89% de algodao
cultivados foram de sementes GM para serem tolerantes ao glifosato. No Brasil, o uso e a
comercializagdo dos HBGs ocupam a primeira colocac¢do representando mais de 30% das
vendas nacionais. No ano de 2021, cerca de 719 mil toneladas de agrotoxicos foram
comercializadas no pais (IBAMA, 2021; ANVISA, 2017; Panzacchi, 2018).

O mecanismo de acdo do glifosato ¢ via inibi¢do especifica da 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase na via de biossintese de aminoacidos aromaticos na via
do chiquimato. A 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase ¢ uma enzima presente somente em
plantas e algumas bactérias, essa via ¢ inexistente em vertebrados, sendo o glifosato
inicialmente considerado ndo-toxico para estes animais. Seu principal metabolito, o acido
aminometilfosfonico (AMPA), tem sido detectado na 4gua e no solo juntamente com o glifosato

(Struger et al., 2008; Willians et al., 2011; Valavanidis, 2018).
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De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a preocupacdo com o
uso excessivo de agrotoxicos fez a agéncia analisar e determinar novos parametros de referéncia para
uso do glifosato. A ANVISA criou a Resolucao da Diretoria Colegiada — RDC n® 441, de 02
de dezembro de 2020 que dispde sobre a manutencao do ingrediente ativo glifosato em produtos
agrotoxicos no pais e define os valores de referéncia de exposicao toxicologica ao ser humano,
considerando a dose de Ingestao Diaria Aceitavel (IDA)= 0,5 mg/kg peso/dia que € o parametro
de seguranca definido como a quantidade maxima de agrotoxico que podemos ingerir por dia,
durante toda a vida, de modo a ndo causar danos a satde. A quantidade maxima de ingestao
permitida € calculada para cada agrotoxico, expressa no valor de IDA, medida em miligramas
de agrotdxico por quilo de peso corporeo da pessoa que o ingere (mg/kg). A Dose de Referéncia
Aguda (DRfA) = 0,5 mg/kg peso/dia que ¢ o parametro de seguranca toxicoldgico agudo
definido como a quantidade estimada do residuo de agrotdxico presente nos alimentos que pode
ser ingerida durante um periodo de 24 horas, sem causar efeitos adversos a satde, expressa em
miligrama de residuo por quilograma de peso corpdoreo (mg/kg p.c.). O Nivel Aceitavel de
Exposicdo Ocupacional (AOEL) = 0,1 mg/kg peso/dia considerado o valor de referéncia
utilizado para se comparar com a exposi¢ao aos agrotoxicos, sendo a estimativa da quantidade
de substancia a qual o operador ou o trabalhador pode estar exposto diariamente, sem que
apresente efeitos adversos a satide, expresso em miligramas de substancia por quilograma de
peso corporeo por dia (mg/kg p.c./dia). As referidas doses aceitas no Brasil sdo tipicamente
superiores a ingestdo diaria aceitavel de glifosato na Unido Europeia que atualmente ¢ de 0,3
mg/kg peso/dia, baseando-se na toxicidade hepato-renal apos exposi¢ao cronica de glifosato em
ratos (Valavanidis, 2018). Atualmente, as agéncias de saude preconizam limites de uso
regulatorio, porém, ndo ha um consenso global. Em 2015, a IARC (International Agency for
Research on Cancer), vinculada a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), classificou o
glifosato como agente do Grupo 2A, sendo provavelmente carcinogénico para humanos. A
referida categorizagdo ¢ usada quando ha evidéncia limitada de carcinogenicidade em humanos
e evidéncia suficiente de carcinogenicidade em modelos animais experimentais. As evidéncias
basearam-se em estudos epidemiologicos apds exposicdes ao glifosato. Os estudos com
roedores demostram associacdes entre glifosato e carcinoma dos tabulos renais,
hemangiossarcoma, adenoma das células das ilhotas pancredticas e/ou tumores cutaneos

(IARC, 2015; ANVISA, 2019).
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O glifosato ¢ absorvido principalmente pela pele, intestino e trato respiratorio, e foi
detectado em amostras de urina de agricultores, mas também em recém-nascidos e criangas
(Trasande et al., 2020) Observa-se que as concentragdes urinarias de glifosato nos individuos
expostos que aplicam produtos fitofarmacéuticos tendem a ser superiores aos resultantes da
ingestao alimentar de glifosato pelos consumidores (Acquavella ef al., 2004). Desta forma, o
efeito do glifosato na saude humana tem atraido atencgao pelos riscos a saude. Portanto, estudos
que elucidem os mecanismos de toxicidade dessas formulagdes podem auxiliar a compreender
0s mecanismos fisiopatologicos, bem como as alteragdes morfoldgicas e funcionais celulares
desencadeadas pelo composto. A compreensdo desses processos visa ampliar o conhecimento
sobre as disfungoes celulares e seu potencial toxico.

O grupo de pesquisa do Laboratério de Bioquimica e Sinalizacdo Celular
(LaBioSignal) j& demonstrou que a exposi¢ao materna ao HBG, durante os periodos pré e pos-
natal, leva a sobrecarga de calcio e hiper estimulagdo do sistema glutamatérgico caraterizada
pela excitotoxicidade glutamatérgica em hipocampo de ratos imaturos. Os mecanismos que
envolvem tais efeitos ativam as vias de sinalizagdo da proteina cinase II dependente de
calcio/calmodulina (CaMKII) e proteinas cinases ativadas por mitogeno (ERK), causam
aumento da liberagdo e diminui¢do da captagdo de glutamato na fenda sinaptica, aumento no
influxo de calcio e ativagao de receptores de glutamato, N-metil-D-aspartato (NMDA) e de
canais de célcio dependentes de voltagem, caracterizando excitotoxicidade glutamatérgica e
dano oxidativo em hipocampo de ratos imaturos (Cattani et al., 2014; Cattani et al., 2017).
Além disso, demonstrou-se recentemente que a exposicao perinatal ao HBG acarreta em
diminui¢do das concentracdes de melatonina na prole (Cattani et al., 2023).

Na tultima década, muitos agricultores foram acometidos com o aparecimento de
alteragdes renais de etiologia desconhecida e evoluiam com diagnéstico de doenga renal cronica
(Jayasumana et al,2014; Jayasumana et al.,2017). Pesquisadores concluiram que os
agrotoxicos contém metais como cadmio, cobre que em contato com a d4gua formam complexos
metalicos que afetam o sistema renal (Mohamed et al., 2016). A compreensdo e o estudo dos
mecanismos bioquimicos e fisiologicos que envolvem o uso do glifosato e o desenvolvimento
de nefrotoxicidade ¢ uma demanda de satide publica. Mediante o exposto, este estudo tem como
objetivo investigar os efeitos da exposicdo perinatal ao HBG no tecido renal de ratos imaturos
(PND15), tendo como hipotese compreender os possiveis mecanismos de toxicidade induzida

pela exposi¢do precoce a preparagao comercial Roundup®.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar os impactos da exposi¢ao perinatal ao HBG no tecido renal de ratos

imaturos e os possiveis mecanismos de toxicidade induzida.

1.1.2 Objetivos Especificos

— Avaliar os impactos da exposicdo perinatal ao HBG sobre a histomorfologia e
morfometria do tecido renal de ratos imaturos;

— Auvaliar o efeito da exposicdo perinatal ao HBG sobre pardmetros bioquimicos
associados a fung¢do renal dos filhotes imaturos: concentragdo de Lipocaina
Associada a Gelatinase Neutrofilica (NGAL), ureia, creatinina e 4cido Urico no
tecido renal de ratos imaturos;

— Avaliar os parametros de estresse oxidativo, formacao de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e de nitrogénio (ERNs) no tecido renal de ratos imaturos expostos ao HBG
durante o periodo perinatal;

— Verificar os impactos da exposi¢do perinatal ao HBG na atividade das enzimas
antioxidantes catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), gama-glutamil transferase
(GGT), glutationa-S-transferase (GST), e glutationa peroxidase (GPx) bem como no
contetido de glutationa (GSH) no tecido renal de ratos imaturos;

— Avaliar o efeito da exposi¢ao perinatal ao HBG sobre a concentracao de citocinas pro-
inflamatoérias 1L-6, IL-1p, fator de necrose tumoral alfa (TNF-0) e a atividade da
mieloperosidase no tecido renal de ratos imaturos;

— Avaliar se a exposi¢do perinatal ao HBG interfere na sinalizagdo purinérgica através
da determinacao da hidrolise dos nucleotideos de adenina (trifosfato de adenosina -
ATP, difosfato de adenosina — ADP e monofosfato de adenosina — AMP), e da
desaminacdo do nucleosideo adenosina (Ado) no tecido renal de ratos imaturos

expostos ao HBG;
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Avaliar a atividade da alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST) no tecido renal de ratos imaturos expostos ao HBG;

Avaliar os impactos da exposi¢ao perinatal ao HBG no imunocontetido de proteinas
envolvidas na morte celular, dano ao DNA e estresse oxidativo: yYH2AX, Caspase 3,

p53, p-p54 INK, p-p46 JNK e Nrf2 no tecido renal de ratos imaturos.



19

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CONTEXTO HISTORICO DO CONSUMO DE AGROTOXICOS NO BRASIL E NO
MUNDO

A producao de agrotoxicos teve origem em industrias quimicas que produziam
compostos usados como armas quimicas durante a Primeira Guerra Mundial. Na sua maioria,
os compostos foram moléculas quimicas que encontraram na agricultura um novo mercado. As
pesquisas na area agricola tiveram como avango o desenvolvimento de sementes selecionadas
que respondessem aos agrotoxicos em sistemas de monocultura altamente mecanizado e em
grande escala. A difusdo desse conceito foi conhecida como “Revolucdo Verde”, justificada
como fundamental para derrotar a fome que assolava parte da populagdo mundial, uma
iniciativa da FAO (Organizacao das Nac¢des Unidas para a Alimentacdo e Agricultura) e do
Banco Mundial (Octaviano,2010). No entanto, a Revolug¢do Verde, enquanto trouxe avangos na
producdo agricola, também gerou preocupacdes ambientais e de saude devido ao uso intensivo
de agrotoxicos e a pratica de monocultura. Assim, a histéria da agricultura moderna ¢ marcada
por complexas interagcdes entre o desenvolvimento de agrotoxicos, avangos na sele¢do de
sementes e as consequéncias econdmicas, ambientais e de satide associadas a essas praticas.

No Brasil, o governo estimulou a implementagao do uso de agrotoxicos com a inten¢do
de “moderniza¢do da agricultura”, para tanto, promoveu em 1965 o Sistema Nacional de
Crédito Rural, que vinculava a obtengdo de crédito agricola a obrigatoriedade da compra de
insumos quimicos pelos agricultores e, em 1975, o Programa Nacional de Defensivos
Agricolas, no ambito do II Plano Nacional de Desenvolvimento, que subsidiou as empresas
nacionais e a instalacdo no pais de subsididrias internacionais de insumos agricolas. A industria
de agrotoxicos implantada no pais cresceu de forma significativa entre 1975/2007. O Brasil ¢
um grande consumidor de agrotoxicos, sendo que em 2004 foi responsavel por 13,5% do
faturamento mundial da industria. Durante todo o periodo 1975/2007 o pais sempre esteve entre
os seis maiores mercados de agrotoxicos do mundo (Pelaez; Terra; Da Silva, 2010).

O inicio da comercializagdo e liberagdo do plantio de soja "Roundup Ready" e milho
"Roundup Ready" no Brasil foi um marco na agricultura do pais. Essas variedades de culturas
geneticamente modificadas (OGMs) foram desenvolvidas pela Monsanto (hoje parte da Bayer)

e se tornaram emblematicas pela sua resisténcia ao herbicida glifosato, comercializado sob a
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marca "Roundup". A primeira aprovacdo para o plantio de soja "Roundup Ready" no Brasil
ocorreu em 2005, e logo depois, em 2008, o milho "Roundup Ready" também foi autorizado
para cultivo comercial. A tecnologia de resisténcia ao glifosato na soja foi através do gene CP4
(Gene tolerante ao glifosato) que confere insensibilidade a enzima 5-enolpiruvato- shiquimato-
3-fosfato sintase (EPSPS). O gene CP4 provém de bactérias de solo do género Agrobacterium,
identificadas a partir da selegdo entre microrganismos que decompdem o glifosato. A
produtividade, morfologia e constituicao das cultivares de soja com a resisténcia incorporada,
permaneceu igual as linhagens susceptiveis correspondentes. Linhagens de soja com esse gene
tratadas com glifosato, nas doses comerciais, ndo apresentaram sintomas de fitotoxicidade ou
reducdo da produtividade e qualidade do produto, viabilizando seu uso comercial (Moraes,
2019). Entretanto, as culturas transgénicas demandam mais pulverizagdes que as convencionais
e os limites maximos de residuos de agrotoxicos (LMR) permitidos nas culturas agricolas sdo
elevados. Para a soja, o limite de glifosato era 0,2 mg/kg, valor que foi aumentado em 50 vezes
com a liberagdo da soja “Roundup Ready”. O uso extensivo desses OGMs e glifosato tem
gerado debates sobre questdes ambientais e de satide no pais € no mundo.

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017) sobre uso de
agrotoxicos nos municipios brasileiros, observados na Figura 1, mostram que o uso intensivo
nao ocorre apenas em areas de grandes propriedades rurais (como no Mato Grosso € Rondonia,
por exemplo), mas também onde prevalecem propriedades de menores dimensdes na regido Sul

(Parand, Santa Catarina e partes do Rio Grande do Sul).
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Figura 1 - Percentual de propriedades rurais que utilizam agrotdxicos, por municipio (2017).
i

Fonte: Imagem Censo Agropecuario de 2017, adaptado por Moraes (2019).

Os dados indicam que o Brasil estd entre os paises que mais intensificaram o uso de
agrotoxicos para cada hectare de area cultivada. Outro dado relevante € o ingrediente ativo mais
vendido no Brasil. A Tabela 1 apresenta os ingredientes, a quantidade usada, a classificag¢do de
toxicidade e periculosidade ao meio ambiente. O glifosato ¢ lider de vendas com 266 mil
toneladas de ingredientes ativos usados na agricultura no ano de 2022. Acredita-se que estes
dados sejam reflexo da flexibilizacdo do governo com a auséncia de legislagao restritiva para

agrotoxicos (IBAMA, 2022).
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Tabela 1 - Agrotéxicos mais comercializados no Brasil: quantidade, classificacdo e periculosidade (2020).

Ingrediente ativo Classificacao Periculosidade Quantidade Posicao
Toxicologica Ambiental (1mil toneladas) Ranking

Glifosato e seus sais v 111 246.017,40 1
2,4-D 1 111 57.597,60 2
Mancozebe 1 111 50.526,90 3
Atrazina 111 11 33.321,10 4
Acetato 111 11 29.982,50 5
Clorotalonil v 11 24.191,00 6
Malationa A\ 11 15.702,10 7
Enxofre 111 v 11.390,90 9
Imidacloprido v v 9.401,60 10
Total/ano 478.131,10

Fonte: IBAMA (2022).
Legenda: 1) Classificagdo toxicologica (Agéncia Nacional de Vigilancia — Anvisa): extremamente toxico (I),
altamente toxico (II), medianamente toxico (III) e pouco toxico (IV). 2) Periculosidade ambiental (Ibama):
altamente perigoso (1), muito perigoso (II), perigoso (III) e pouco perigoso (IV).

Segundo a FAO (2021), os agrotdxicos causam danos ao meio ambiente com a contaminagao
dos recursos hidricos e do solo, poluicdo dos ecossistemas aquaticos ¢ a bioacumulagdo em
peixes e crustaceos. A letalidade em abelhas, que sdo responsaveis pela polinizagdo de 75% de
todas as plantas com flores que estdao disponiveis no planeta tem despertado a aten¢do (Sanchez-
Bayo et al., 2016; Butcherine et al., 2019). Além dos riscos ambientais, o uso inadequado e
indiscriminado de agrotdxicos pode resultar em sérios riscos para a saude humana. A exposi¢ao
direta ou indireta a agrotdxicos pode causar intoxicagdes em trabalhadores agricolas, residentes
proximos a areas de cultivo e consumidores de produtos contaminados. Na populagao brasileira,
o Ministério da Saude registrou intoxicagdo por agrotoxico agricola em 2022, sendo que no
Estado de Santa Catarina foram 153 casos, Rio Grande do Sul 309 casos e Parana 540 casos.
Somente a regido Sul representa 30% das notificagdes, sendo um dado importante de satde
publica para os gestores. A média anual do consumo de agrotoxicos no Brasil por habitante é

7,5 kg do produto (FAO,2021; SINAN, 2022).

2.1.1 Herbicida a base de glifosato

A industria Monsanto descobriu as propriedades do glifosato para uso como herbicida
na agricultura e langou a formulagdo comercial Roundup® em 1974; seu baixo custo
popularizou a comercializagdo como “mata mato” e, com o término dos direitos de patente em
2005, muitas industrias quimicas comecaram a fabricar herbicidas contendo glifosato,

transformando-o no produto mais comercializado no mercado mundial de agrotoxicos.
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O glifosato [N-(fosfonometil)glicina] € um herbicida sistémico, pds-emergente € ndo
seletivo, largamente utilizado na agricultura. Integrante da classe quimica dos
organofosforados, o glifosato pertence ao grupo quimico dos aminodcidos fosfonatos. O
Roundup® ¢ composto por sal de isopropilamina de N-(Fosfonometil) glicina com 480 g/L
(48,0% m/v), equivalente adcido de N-(Fosfonometil) glicina (Glifosato) com 360 g/L (36,0%
m/v) e ingredientes inertes com 684 g/L (68,4% m/v). (Coutinho; Mazo, 2005; Valavanidis,
2018). A formula estrutural do glifosato e de seu sal de isopropilamina sao mostradas na Figura

2.

Figura 2 - Formula estrutural do glifosato e do sal de isopropilamina, presente na formulagdo Roundup®.
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Fonte: Adaptado de Williams (2000).

A estrutura quimica do glifosato € composta por grupamentos funcionais de fosfonato,
amino e carboxilato. O grupamento fosfonato R-PO(OH),, tem a habilidade de formar
complexos fortes com metais nos processos de adsorcao, fotodegradagdo e biodegradacao dos
fosfonatos. Na presenca de ions metalicos eles sdo modificados e podem formar complexos
soluveis e nao soluveis. Os grupamentos amino e carboxilato também se ligam fortemente com
ions metalicos, especialmente com os metais de transi¢cdo em pH proéximo de neutro onde os
grupos carboxilato e fosfonato estdo desprotonados. A presenga de dgua dura, contendo cétions
como ferro, zinco, estroncio, calcio e magnésio, na solugdo “spray” de glifosato, pode resultar
na formagdo de sais complexos insoluveis, que ndo sdo absorvidos pelas plantas, reduzindo a
eficacia da aplicagao do composto e que podem causar alteragdes renais com desenvolvimento
de doenca renal cronica (Coutinho; Mazo, 2005; Jayasumana; Gunatilake; Senanayake, 2014).
O surfactante presente na formula¢do Roundup® ¢ o polioxietilenoamina (POEA) uma mistura
de alquilaminas de cadeia longa polietoxiladas sintetizadas a partir de acidos graxos (Williams,

2000; Mesnage et al., 2013).
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O consumo excessivo e a sua popularizagdo para uso doméstico parece ser uma marca
registrada do herbicida Roundup®; seu uso ¢ banalizado no controle de ervas daninhas (mata-
mato) em parques, jardins e até mesmo em calgamentos com gretas. O uso de agrotoxicos exige
“padrdes especificos de comercializagdo”. A Lei dos Agrotoxicos n° 7.802 de 11 de julho de
1989 determina que os agrotdxicos sejam comercializados com receituario agronomico,
semelhante os medicamentos. A receita deve ser emitida por engenheiro agronomo e precisa
conter o nome do usudrio, da propriedade e sua localizagdo, o diagndstico, o nome do produto
que devera ser utilizado, dosagens e quantidades totais. A falta de fiscalizacdo dos
estabelecimentos comerciais faz com que o acesso a compra do produto seja facilitado, mesmo
com a legisla¢do vigente, e hd uma tendéncia crescente e desenfreada de aumento do consumo
do agrotoxico Roundup®, considerando-se que a grande maioria das plantas geneticamente
modificadas ¢ tolerante. Em cultivos transgénicos resistentes ao glifosato (pos-emergentes), ele
¢ aplicado em grande quantidade com o intuito de remover ervas daninhas sem causar danos as
plantagdes. Porém, cabe ressaltar que consumo elevado se deve principalmente a liberagdo da

soja transgénica no Brasil em 2005, refletindo no alto consumo atual (Valavanidis, 2018).

2.2 MECANISMO DE ACAO E DEGRADACAO DO GLIFOSATO

O mecanismo de acdo do glifosato em plantas, algas, bactérias e fungos se da pela
inibicdo da via do Chiquimato, responsavel pela sintese de aminoacidos essenciais ao
desenvolvimento das plantas. A enzima chave dessa via € a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato-sintase (EPSPS) como descrito na Figura 3. Ela desempenha um papel fundamental na
biossintese do intermedidrio corismato, necessario para a sintese dos aminoacidos aromaticos
essenciais fenilalanina, tirosina e triptofano. Como esta enzima EPSPS ¢ ausente em mamiferos,
acreditava-se que ndo haveria efeitos toxicos relacionados ao glifosato; entretanto, a seguranga
do uso de glifosato tem sido amplamente debatida. Estudos mostram que o glifosato ¢ capaz de
inibir outras enzimas presentes em mamiferos como a aromatase, uma enzima do grupo do
citocromo P450 (CYP450), responsavel pela sintese de estradiol, atuando como desregulador

endocrino (Barry, 1994; Zhang ef al., 2020).
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Figura 3 - Mecanismo de a¢do do glifosato em plantas.
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Fonte: Adaptado de Valavanidis (2018).

A biossintese de aminodcidos nas plantas ¢ realizada pela enzima
enolpiruvilchiquimato fosfato sintase (EPSPS) que catalisa a reacdo do chiquimato-3-fosfato
(S3P) e fosfoenolpiruvato (PEP) para produzir 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSP) e
fosfato inorgéanico (Pi). A reagdo ocorre em duas etapas, inicialmente a enzima EPSPs se liga
ao S3P, formando o complexo EPSPs-S3P e, posteriormente, o PEP se encaixa nesse complexo,
permitindo o prosseguimento da rea¢do produzindo EPSP. O glifosato ndo se liga a enzima
livre, mas ao complexo EPSPs-S3P, impedindo a ligagdo de PEP, formando o complexo inativo
EPSPS-S3P-glifosato. O glifosato ¢ um inibidor competitivo que se liga ao complexo EPSPS-

S3P inibindo a biossintese de aminoécido essenciais a planta. A EPSP ¢ um precursor para a
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formagao de corismato, a molécula base para biossintese dos aminodacidos (triptofano, tirosina
e fenilalanina), levando a disturbios metabolicos incluindo diminui¢ao da sintese proteica;
inibicao da formag¢do de compostos secundarios e desregulacao da via do chiquimato. Quando
o glifosato inibe a EPSP sintase chiquimato, o substrato desfosforilado da enzima se acumula
nas folhas, flores e raizes (Devine et al., 1993; Herrmann, 1995; Kruse et al., 2000). A rota de
degradacao de glifosato ¢ a conversao de glifosato a 4cido aminometilfosfonico (AMPA) pela
acdo de enzimas como as oxidorredutases, transaminases € acido glioxilico (Andrighetti et al.,

2014).

2.2.1 Toxicidade do glifosato

O glifosato € o principio ativo mais comercializado dentre todos os agrotdxicos no
Brasil e esta presente nos principais cultivos da monocultura brasileira, como a soja, o milho e
a cana-de-agucar (IBAMA, 2020). A legislagdo nos paises da Unido Europeia permite que
apenas 0,1 pg/L de glifosato esteja contido na 4gua consumida pela populagdo. No Brasil, o
limite permitido ¢ 500 pg/L da 4dgua potavel, um valor cinco mil (5.000) vezes maior que o
permitido na comunidade europeia (Moreira et al., 2012; Bombardi, 2017; Moraes, 2019;
Freitas; Regino, 2020). Os estudos de toxicidade aguda consideram a toxicidade via oral (>5000
mg/kg/massa corporal), toxicidade via dérmica (>2000/kg/massa corporal) e por via
intraperitoneal (134-545 mg/kg/massa corporal) (Bradberry; Proudfoot; Vale, 2004; WHO,
2009). A ANVISA classificou o glifosato quanto a periculosidade ao meio ambiente como
perigoso Classe III e quanto a classificacdo toxicoldgica como pouco toxico Classe IV, fato que
faz muitos agricultores negligenciarem o uso de equipamentos de protecdo individual por
acharem que o produto ¢ inofensivo a satde. A TARC classifica o glifosato como agente da
categoria 2A provavel agente carcinogénico em humanos e a Agéncia de Protegdo Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA) classifica o herbicida no Grupo “E” carcinogénico. O glifosato
estd entre os principais compostos toxicos para os organismos vivos e induz estresse oxidativo.
Seu principal metabolito, o AMPA, ¢ frequentemente encontrado no solo, dguas superficiais e
subterraneas. Estudos de toxicidade em peixes (carpas jovens) revelaram que o que herbicida a
base glifosato Roundup® causa alteracdes hematoldgicas como imunossupressdao € anemia,

mesmo em doses baixas de glifosato (0,005 mg /L) causa aumento da mortalidade e
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malformagdes podendo alterar populagdes dessa biodiversidade (Fiorino et al., 2018; Kondera

etal.,2018).

2.2.2 Efeitos da exposicao ao glifosato em organismos vivos

A exposi¢ao continua aos agrotoxicos tem despertado um interesse crescente nos
potenciais efeitos toxicos do glifosato na formulacao Roundup® e seus produtos de degradacgao,
a medida que se acumulam no meio ambiente, e pela exposi¢ao prolongada em organismos
vivos, incluindo seres humanos. Em animais aquaticos, um estudo francés realizado pelo
departamento de dguas dos Pirenéus Orientais, mostrou que a contaminacdo da agua onde
vivem tartarugas jovens alterou a expressdo de genes e os biomarcadores de estresse oxidativo
causando a morte dos animais. Os resultados indicam a péssima qualidade da 4gua e ameaga a
resisténcia das tartarugas que sdo menos sensiveis a contaminantes do que os anfibios. Estudos
experimentais com concentra¢des 50 pg/mL na exposi¢ao por 48h reportam a toxicidade aguda
em embrides de zebrafish causando malformag¢des como edema no pericardio e defeitos
oculares (Héritier et al., 2017).

Cattani e colaboradores (2017) demonstraram que a exposicdo materna em ratas
Wistar ao glifosato durante os periodos pré e pds-natal até 15 dias de vida da prole, leva a
sobrecarga de calcio e excitotoxicidade glutamatérgica em hipocampo de ratos imaturos. Sendo
que a exposicdo subcronica em ratos adultos com sessenta dias de idade resultou no
comportamento tipo-depressivo dos animais. A exposicao perinatal ao glifosato também causou
hepatotoxicidade associada a inflamag¢do e acimulo de ferro na medula 6ssea e no figado dos
filhotes imaturos (Rieg et al., 2022). Estudos experimentais de exposi¢do cronica por 28 dias
em ratos Wistar, usando doses permitidas pelas agéncias reguladoras de satde, exposi¢ao
ocupacional aceitavel (AOEL) e 0,5 mg/kg/dia dose didria aceitdvel por massa corpdrea
(IDA), causaram reducao da massa corporal dos grupos tratados em relagao ao grupo controle,
dano ao DNA de células hepaticas e leucocitos. A atividade da acetilcolinesterase foi inibida
mesmo no tratamento com doses baixas, demostrando a toxicidade do glifosato. Em estudos
com populagdes de zangdes, a exposi¢do ao glifosato causou alteragdo na espermatogénese
(Hoopman et al., 2018; Mili'C et al., 2018; Gaur; Bhargava, 2019).

Estudos experimentais em ratos adultos nutridos por 2 anos com milho geneticamente

modificado cultivado com herbicida a base de glifosato, indicam claramente que niveis mais
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baixos de formulacdes completas de herbicidas agricolas com o constituinte glifosato em
concentragcdes bem abaixo dos limites de seguranca estabelecidos oficialmente, pode induzir
graves distarbios mamarios, hepaticos e renais hormonio-dependentes (Séralini et al., 2014)

Um estudo experimental em ratas Wistar adultas com administragao intraperitoneal de
Roundup® (269,9 mg/kg) por 14 dias induziu dano aos hepatocitos. A deplecdo significativa
dos niveis de GSH mostra a indugao de estresse oxidativo, niveis elevados de lipoperoxidagao
corroborando o potencial do Roundup® para induzir estresse oxidativo no tecido hepatico. A
exposicao aguda ao HBG promoveu a inflamagdo confirmada pelo aumento dos niveis de
citocinas pro-inflamatorias nos tecidos tratados (El-Shenawy, 2009).

Em répteis, como o lagarto argentino (Salvator merianae), que vive em regides
agricolas, a exposicdo a agrotoxicos causou imunossupressdo. Em cultura de células com
eritrocitos humanos causou danos ao DNA por hipermetilagdo (Kwiatkowska et al., 2017,
Fortes et al., 2016; Mestre et al., 2019). Estudos em animais demonstram que a exposi¢ao
cronica ao herbicida a base de glifosato Roundup®, dose ambiental ultrabaixa 0.1 ppb
Roundup® (50 ng/L glifosato) na 4gua de beber, resultou em danos ao figado e rins de roedores
(Mesnage et al., 2015).

As formulagdes comerciais a base do herbicida glifosato, em especial o0 Roundup®
demostraram causar nefrotoxicidade em ratos albinos adultos com administracao via gavagem
de Roundup® (248,4 mg/kg) por 12 semanas. O estresse oxidativo induzido pelo herbicida
Roundup foi observado pela deplecdo da atividade das enzimas do sistema de defesa
antioxidante. O mecanismo de peroxidagdo lipidica parece ser atribuivel a uma interacao direta
das composi¢des do herbicida com a membrana citoplasmatica das células renais. O
rompimento das membranas ¢ o mecanismo molecular associado a toxicidade de véarios
compostos organofosforado. A exposi¢do com Roundup® em ratas Wistar fémeas adultas, via
gavagem por 2 semanas com alta dose 500 mg/kg, decresce atividade enzimatica do citocromo
P450, o que resulta na perturbacdo da membrana plasmatica em tecidos hepéaticos e renais
(Hietanen; Linnainmaa; Vaino, 1983; Dedeke et al., 2018).

Em humanos, os estudos de toxicidade causada por agrotoxicos tém sido
intensificados, o glifosato tem sido investigado em trabalhadores rurais € pessoas que vivem
proximo a areas rurais. A toxicidade aguda e cronica € o principal enfoque nessa populagdo. A
inalacdo ¢ uma via secunddria de exposi¢do, em areas rurais a névoa de spray pode causar

desconforto oral ou nasal, um gosto desagradavel na boca, ou formigamento e irritacdo na
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garganta. Uma meta-analise incluiu 7 estudos de coorte e 14 casos controle associando o
glifosato pelo menos a um tipo de cancer. Os resultados sdo consistentes com relagao em casos
totais em adultos e criangas em locais especificos com exposicao ao glifosato (Mink et al.,
2012).

Foram encontradas correlagdes entre o aumento do uso de glifosato a ocorréncia de
abortos espontaneos, doencas dermatoldgicas e respiratorias na pulverizagcdo de plantagdes de
coca na Colombia, aumentos na infertilidade e malformagao entre porcos foram correlacionados
com as concentracdes de glifosato no figado e rins e com residuos na ragao (Kriiger et al., 2013;
Camacho; Mejia, 2017; Van Bruggen et al., 2018).

Em humanos o uso de glifosato tem relagdo com transtornos mentais como depressao
e transtorno de déficit de atencao e hiperatividade (TDAH), risco de melanoma em agricultores
expostos e desenvolvimento de doenca renal cronica (Jayasumana; Unatilake; Senanayake,
2014; Fluegge; Fluegge, 2015; Jayasumana et al., 2017).

A intensa preocupagdo com o uso exacerbado dos agrotoxicos reforgou as
preocupacdes em relagdo a saude da populagdo mundial, em 2015 a OMS e IARC realizaram
estudos que tem evidéncia cientifica sobre a carcinogenicidade de cinco ingredientes ativos de
agrotoxicos. Um dos principais € o herbicida glifosato, classificado como provavel agente
carcinogénico para humanos (Grupo 2A). Contudo, anteriormente, a literatura relatava a
incidéncia de intoxicagdes agudas em humanos que causam irritacdo da pele e dos olhos,
prurido, vOmitos, diarreia, dificuldades respiratérias e convulsdes. A exposi¢do cronica aos
agrotoxicos também ¢ relatada tendo efeitos endocrinos, neurotoxicos, reprodutivos,
imunologicos e cancer. Além disso, estudos relatam que herbicida a base de glifosato
Roundup® gera patologias transgeracionais como doencgas da prostata, obesidade, doencga renal,
doencga ovariana e anormalidades no nascimento (Kubsad et. al., 2019; INCA, 2021).

Na década de 1990, uma epidemia de doencga renal cronica de etiologia desconhecida surgiu em
agricultores de uma area rural da provincia centro norte do Sri Lanka. A doenca acometeu 15%
da populacdo, totalizando 400.000 mil doentes e 20.000 mortes, acendendo um alerta para
OMS. O estudo constatou que o uso de fertilizantes (composi¢do arsénico e cddmio) no solo
transformam a 4gua em agua dura, a qual reage com agrotoxicos formando complexos metalicos
que sdo nefrotoxicos e causam doenca renal. Nesse estudo, podemos observar que, vinte anos
apods a exposicdo, a evolucao das doengas renais ¢ evidente em trabalhadores da regido rural,

havendo a necessidade de compreender se ha predisposi¢do na exposi¢do aos herbicidas desde
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o periodo de desenvolvimento até a infincia no comprometimento precoce da fungdo renal e
causa de doencas renais na idade adulta. Dando continuidade do estudo anterior, foi
demonstrado uma epidemia nas comunidades agricolas de Nefrite Intersticial Cronica
relacionada a pulveirizagdo e contaminacao do solo por agrotoxicos (Jayasumana; Gunatilake;
Senanayake, 2014; Jayasumana et al.,2017). Um estudo exposi¢do ocupacional de
trabalhadores rurais que usam o agrotoxico glifosato em Maravilha/Brasil detectou elevagao
dos niveis de creatinina, pode ser indicativo de insuficiéncia renal sem diagnostico (ZANCHI

et al.,2023).

2.3 MORFOLOGTIA E FISIOLOGIA RENAL

O rim ¢ um dos 6rgdos mais bem caracterizados na biologia do desenvolvimento, os
rins de mamiferos se desenvolvem de forma semelhante, porém o tempo varia de acordo com a
espécie. Durante o periodo de desenvolvimento renal em ratos, a nefrogénese inicia no 12° dia
de gestacdo e finaliza no periodo pds-natal (11-15 dias PND) (Gobetto et al, 2020). Durante o
desenvolvimento renal, a nefrogénese esta dividida em dois periodos, o periodo de formagao
glomerular em torno de 17 dias de gestagdo e o periodo de proliferacao celular que ocorre apos
o nascimento até o 10° dia pos-natal com a nefrogénese completa (Larsson et al., 1980).
Comparando o desenvolvimento renal em humanos, o rim humano de neonato de 0 a 28 dias
corresponde em ratos do 1° ao 7 © dia de vida e criancas de 28 dias até 2 anos corresponde aos
rins de ratos imaturos do 8° ao 21° dia de vida. Os periodos pré-natais e pds-natais sdo usados
pois compreendem marcos do desenvolvimento funcional do rim para estudos de toxicidade. E
neste periodo que o rim ¢ vulneravel a exposicao de produtos quimicos como 0s agrotoxicos.
Dependendo da idade de exposicdo, a administracio do agente toxico pode resultar em
anomalias renais ou malformacgdes, nefrotoxicidade, alterando o funcionamento renal.

O rim ¢ revestido externamente por uma cépsula de tecido conjuntivo denso rico em
fibras elasticas, abaixo da capsula, a regido externa ¢ denominada regido cortical, onde estao
os corpusculos renais, os tibulos contorcidos proximais e distais. Na parte interna estd
localizada a regido medular onde fica a al¢a de Henle (Seely, 2017; Gobetto et al., 2020).

As principais fungdes do rim sdo a regulagdo da pressdo arterial a longo prazo, pela

excrecao de quantidades variaveis de sodio e dgua e a curto prazo pela secrecdo de hormonios
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e fatores ou substancias vasoativas (ex., renina) que levam a formagao de produtos vasoativos
(ex., angiotensina II) renais. Atuam na regulacao do equilibrio dcido-base conjuntamente com
os pulmdes e os tampdes dos liquidos corporais, pela excrecdo de acidos e pela regulagao dos
estoques de tampodes dos liquidos corporais. Eliminam acidos fixos, gerados principalmente
pelo metabolismo das proteinas. Os rins regulam a producado de eritrocitos através da secre¢ao
de eritropoietina, que estimula a produgao de hemacias pelas células-tronco hematopoiéticas na
medula 6ssea. Sao responsaveis pela regulacao das concentragdes da 1,25-Di-hidroxivitamina
D3 (calcitriol), pela lalfa-hidroxilase. Em periodos de jejum prolongado, os rins sintetizam
glicose a partir de aminoacidos e outros precursores, pela gliconeogénese. A capacidade dos
rins de adicionar glicose ao sangue durante periodos prolongados de jejum, equivale a do figado
(Guyton; Hall, 2017).

Os rins sdo constituidos por unidades funcionais denominadas néfrons. O néfron ¢
constituido pelo corptisculo renal, tibulo contorcido proximal, alga de Henle, tibulo contorcido
distal e os ductos coletores (Figura 4) (Junqueira; Carneiro, 2013). Parte dos corpusculos
localiza-se proximo a juncdo corticomedular, fazendo parte dos néfrons justamedulares e os
outros sao chamados néfrons corticais. Todos os néfrons participam dos processos de filtragao,
absor¢do e secrecdo. Os néfrons justamedulares desempenham o importante papel de
estabelecer um gradiente de hipertonicidade no intersticio da medula renal, que ¢ base funcional
para os rins produzirem urina hipertdnica. Os néfrons justamedulares tém al¢as de Henle muito
longas, estendendo-se até a profundidade da medula renal. Essas algas t€ém segmentos espessos
curtos, e segmento delgado longo, tanto descendente quanto ascendente. Os néfrons corticais

tém algas de segmento delgado descendente muito curto, sem segmento delgado descendente.
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Figura 4 - Néfron.
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Fonte: Adaptado de Silverthorn (2017).

Legenda: Estrutura do néfron formada pelo Corpusculo renal (Capsula de Bowman e Glomérulo), Tubulo
contornado proximal, Al¢ca de Henle, Tbulo contornado dista e ducto coletor.

O Corpusculo renal/corpusculo de Malpighi ¢ formado pelo glomérulo renal (tufo de
capilares) e pela Capsula de Bowman. A cépsula ¢ formada por um saco epitelial que envolve
o glomérulo e apresenta dois folhetos, um parietal e outro visceral. Entre os dois folhetos
encontra-se o espago de Bowman ou capsular que capta o filtrado glomerular (Montanari,
2016).

Os podocitos sdao as células do folheto interno ou visceral e formadas pelo corpo
celular, de onde partem diversos prolongamentos primarios que dao origem aos
prolongamentos secundarios. Os poddcitos contém actina, apresentam mobilidade e localizam-
se sobre uma membrana basal. Seus prolongamentos envolvem completamente o capilar, e o
contato com a membrana basal ¢ feito pelos prolongamentos secundarios. Os podoécitos se

\

prendem a membrana basal por meio das proteinas denominadas integrinas. Entre os
prolongamentos secundarios dos poddcitos existem espagos denominados fendas de filtragao,

fechados por uma membrana com cerca de 6 nm de espessura constituida pela proteina nefrina
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que se liga transmembrana com os filamentos citoplasmaticos de actina dos podécitos. Os
capilares glomerulares sao do tipo fenestrado, sem diafragmas nos poros das células endoteliais
(Junqueira; Carneiro, 2013).

A membrana basal glomerular ¢ uma membrana localizada entre as células endoteliais
e os poddcitos. A membrana basal glomerular humana ¢é constituida por trés camadas:
membrana basal rara interna situada proximo as células endoteliais; a lamina densa, mais
elétron-densa; e a lamina rara externa localizada mais externamente ao limen do capilar e,

portanto, em contato com os poddcitos como podemos observar na Figura 5.

Figura 5 — Representacdo da barreira de filtracdo glomerular.

Fonte: Michal Komorniczak (Poland) (2009).
Legenda: A) Células endoteliais glomerulares: 1 — Fenestra. B) Membrana basal glomerular: 1 — Lamina rara
interna. 2 — Lamina densa. 3 — Lamina rara externa. C) Podécitos: 1 — Proteina nefrina. 2 - Fenda de filtragdo. 3 —
Diafragma/abertura.

As células mesangiais e a matriz mesangial formam a regido glomerular denominada
mesangium (regido entre vasos). As células mesangiais estio mergulhadas em uma matriz
mesangial, hd pontos em que a lamina basal ndo envolve toda a circunferéncia de um so capilar,
constituindo uma membrana comum a duas ou mais algas capilares. E principalmente nesse
espaco entre os capilares que se localizam as células mesangiais (Figura 6). Elas podem também
ser encontradas na parede dos capilares glomerulares, entre as células endoteliais e a 1amina
basal (Migliorini et al., 2013). As propriedades contracteis das células mesangiais permitem
que participem do controle do fluxo capilar intraglomerular, da area de ultrafiltragdo glomerular

e, consequentemente, da taxa de filtracao glomerular em cada néfron.
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Figura 6 - Representacdo esquematica que mostra capilares glomerulares e a localizagdo de poddcito e a célula
mesangial entre eles.

Podacito

__— Prolongamentos
de podicitos

Membrana basal

Citoplasma de
célula endotelial

Prolongamentos
de podicitos

Citoplasma de
célula endotelial

Membrana basal

Fonte: Junqueira e Carneiro (2013).
Legenda: Nota-se no esquema que tanto a célula mesangial quanto os dois capilares estdo envoltos pela mesma
membrana basal.

O tabulo contorcido proximal tem sua parede composta por um epitélio cubico
simples, apresentando uma grande quantidade de microvilosidades (“Borda em escova”) na
superficie apical (Figura 7). O limite entre essas células € impreciso, € o lumen ¢ estreito, se
comparado com o lumen do tabulo contorcido distal. As células do tubulo proximal tém o
citoplasma basal fortemente acidofilo em razdo de numerosas mitocOndrias alongadas. O
citoplasma apical apresenta microvilos, que formam a orla/borda em escova. Como as células
sdo largas, em cada corte transversal de um tibulo proximal aparecem apenas trés a quatro
nucleos esféricos. Os tibulos proximais apresentam lumens amplos e sdo circundados por
muitos capilares sanguineos. O citoplasma apical das células dos tubulos proximais contém
canaliculos que partem da base dos microvilos e aumentam a capacidade de o tubulo proximal
absorver macromoléculas. Nos canaliculos se formam vesiculas de pinocitose, que introduzem
na célula macromoléculas que atravessaram a barreira de filtragdo glomerular, principalmente

proteinas com massa molecular abaixo de 70 kDa.
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Figura 7 - Fotomicrografia Tibulo proximal, capilares e borda em escova.

2 . PN

Fonte: Adaptado de Junqueira e Carneiro (2013).
Legenda: Fotomicrografia do preparado histologico em resina sintética. Note na cortical do rim: capilares contendo
hemacias, um tiibulo contorcido proximal (TCP) com suas células cuboides volumosas e aciddfilas, apresentando
orla em escova formada por numerosos microvilos paralelos e bem preservados pela técnica histologica. Observe
também parte de tabulo contorcido distal (TCD). Compare as caracteristicas do tibulo proximal com as do distal.
Pararosanilina e azul de toluidina. (Grande aumento).

A alca de Henle ¢ uma estrutura em forma de U que consiste em um segmento delgado
interposto a dois segmentos espessos. Na parte mais externa da medula, o segmento espesso
descendente da alga de Henle, com um diametro externo de 60 um, estreita-se para um didmetro
de 12 um e se continua como a parte descendente delgada da alca. O limen deste segmento do
néfron € largo, porque a parede da alca ¢ formada por epitélio simples pavimentoso. A alga de
Henle participa da retengdo de dgua; apenas os animais com essas algas sao capazes de produzir
urina hipertonica, e assim poupar a agua do corpo, conservando-a conforme as necessidades. A
alca de Henle cria um gradiente de hipertonicidade no intersticio medular que influencia a
concentracdo da urina, a medida que ela passa pelos ductos coletores. Embora o segmento
delgado descendente da alca de Henle seja completamente permeavel a agua, o segmento
ascendente inteiro ¢ impermedvel a 4gua. No segmento espesso ascendente, o cloreto de sddio
¢ transportado ativamente para fora da alca, para estabelecer o gradiente medular ja mencionado
e que € necessario para concentrar a urina. A osmolaridade do intersticio renal nas extremidades
das piramides (medula renal) ¢ aproximadamente quatro vezes maior do que a do sangue.

O tabulo contorcido distal (TCD) ¢ revestido por epitélio cubico simples, observa-se
a macula densa, regido em que o TCD se encosta ao corpusculo renal do mesmo néfron,

modificando a parede do tiibulo neste ponto. As células tornam-se cilindricas altas, com nucleos
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alongados e proximos uns dos outros. Apos curto trajeto na cortical, a parte espessa da alca de
Henle toma-se tortuosa e passa a se chamar tibulo contorcido distal, também revestido por
epitélio cubico simples. Nos cortes histologicos, a distingdo entre os tubulos contorcidos distais
e os proximais, ambos encontrados na cortical e formados por epitélio cubico, baseia-se nos
seguintes dados: suas células sdo menores (maior nimero de nicleos em cada corte transversal),
ndo tém orla em escova e sdo menos acidéfilas (cont€ém menor quantidade de mitocondrias)

(Figura 8).

Fonte: Adaptado de Junqueira e Carneiro (2013).
Legenda: Fotomicrografia da camada cortical do rim, que mostra um corpusculo renal, tibulos contorcidos
proximais (TCP) e distais (TCD). A seta aponta uma macula densa do tiibulo distal encostado ao polo vascular de
corpusculo renal do mesmo néfron. A macula é formada por células epiteliais do TCO mais estreitas, cujos nucleos
ficam muito proximos. Note também as membranas basais dos capilares glomerulares e as dos tiibulos renais
(pontas de seta). (Coloragao pelo picrosirius-hematoxilina). Médio aumento.

Os ductos coletores sao formados por epitélio que varia de cubico a cilindrico simples.
A urina passa dos tubulos contorcidos distais para os tubulos coletores, que desembocam em
tubos mais calibrosos, os ductos coletores, que se dirigem para as papilas. Tanto os tibulos
como os ductos coletores seguem um trajeto retilineo. Em toda a sua extensdo, os tubos
coletores sdo formados por células com citoplasma que se cora fracamente pela eosina e cujos
limites intercelulares sdo nitidos.

O aparelho justaglomerular (AJG) ¢ formado por um componente vascular (arteriola
aferente e eferente), um componente tubular (macula densa) e pelo mesangio extraglomerular.
E uma estrutura préxima ao corpusculo renal, a arteriola aferente e eferente ndo tem membrana

elastica interna e suas células musculares apresentam-se modificadas (Figura 9). Elas sao


https://pt.wikipedia.org/wiki/Arter%C3%ADola_aferente
https://pt.wikipedia.org/wiki/Arter%C3%ADola_aferente
https://pt.wikipedia.org/wiki/Arter%C3%ADola_eferente
https://pt.wikipedia.org/wiki/M%C3%A1cula_densa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mes%C3%A2ngio_extraglomerular
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chamadas justaglomerulares (JG) ou células granulares tém nucleos esféricos e citoplasma
carregado de granulos de secrecdo de renina. A secrecao desses granulos participa da regulacao
da pressdo do sangue. O AJG ¢ parte de um complexo mecanismo de feedback que regula o
fluxo sanguineo renal (feedback tubuloglomerular) e ataxa de filtracdio glomerular e,
indiretamente, modula o balan¢o de sddio e a pressdo sanguinea sistémica, através do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (Gonsalez et al, 2018) . As células com citoplasma claro sdo

denominadas células mesangiais extraglomerulares.

Figura 9 - Estruturas Corputisculo renal e Aparelho Justaglomerular.

Fonte: Adaptado de Junqueira e Carneiro (2013).

Legenda: Fotomicrografias de corpusculo renal que mostram glomérulo e o aparelho justaglomerular. Tanto em A
quanto em B podem-se notar o aparelho formado pela macula densa (elipse tracejada) do tubulo contorcido distal
(TCD) e as células justaglomerulares (JG) (produtoras de granulos de renina), intensamente coradas (pontas de
seta) na parede da arteriola aferente (M). No detalhe B notam-se: a proximidade dos nucleos das células mais
estreitas da macula densa; a coloragdo intensa das células JG (pontas de seta), devido ao acimulo de granulos de
secre¢do; endotélio (e) da arteriola aferente e hemacias (RBC) no seu lumen. (Hematoxilina-eosina. A. Pequeno
aumento. B. Médio aumento.).

2.4 FORMACAO DA URINA PELOS PROCESSOS DE FILTRACAO GLOMERULAR

2.4.1 Filtracao Glomerular

A formacgdo de urina ¢ realizada pela filtracdo de grandes quantidades de plasma nos
capilares glomerulares para capsula de Bowman, cerca de 180 litros ao dia. A maior parte desse
filtrado ¢ reabsorvida deixando em torno de 1 litro de liquido para excrecao didria (Guyton;

Hall, 2017).
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A membrana capilar glomerular apresenta trés camadas principais: o endotélio capilar,
a membrana basal; e a camada de células epiteliais (poddcitos), sobre a superficie externa da
membrana basal capilar. A unido das trés camadas compde uma barreira a filtracao que filtra
agua e solutos com grande intensidade. Porém, mesmo com a alta intensidade da filtracdo, a
membrana capilar glomerular normalmente ndo filtra proteinas plasmaticas. A alta intensidade
da filtracao pela membrana capilar glomerular ¢ decorrente, em parte, a sua caracteristica
especial. O endotélio capilar ¢ perfurado por milhares de pequenos orificios chamados
fenestracdes. Embora as fenestragdes sejam relativamente grandes, as proteinas das células
endoteliais sdo dotadas de cargas fixas negativas impedindo a passagem das proteinas
plasmaticas. Revestindo o endotélio, estd a membrana basal que consiste em uma trama de
colageno e fibrilas proteoglicanas com grandes espacos, pelos quais grande quantidade de 4gua
e de pequenos solutos pode ser filtrada. A membrana basal evita de modo eficiente a filtragao
das proteinas plasmaticas, em parte devido as fortes cargas elétricas negativas associadas aos
proteoglicanos. Por fim a ultima camada ¢ composta de células epiteliais que recobre a
superficie externa do glomérulo. Essas células ndo sdo continuas, mas t€ém longos processos
semelhantes a pés (podocitos) que revestem a superficie externa dos capilares. Os podocitos
sdo separados por lacunas, chamadas fendas de filtragdo, pelas quais o filtrado glomerular se
desloca. As células epiteliais, que também contém cargas negativas, criam restrigdes adicionais
para a filtragdo das proteinas plasmaticas. Assim, todas as camadas da parede capilar glomerular
representam barreiras a filtragdo das proteinas do plasma.

O néfron € composto pelo glomérulo e seus segmentos renais tubulares e coletores
associados, de onde as substancias filtradas sdo absorvidas e para onde os componentes
plasmaticos sdo excretados no fluido tubular (GUYTON; HALL, 2017). No cortex renal, os
néfrons intercalam o sistema de ductos coletores que atravessam o rim e desembocam na pelve
renal. A Figura 10 fornece uma visao geral da disposi¢do anatdmica dos néfrons dentro do rim
e as principais fungdes do néfron, dos segmentos € do ducto coletor (CUNNINGHAM;
BRADLEY, 2014).
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Figura 10 - Visdo geral anatomica, filtragdo e reabsor¢ao nos segmentos do néfron.

Medula externa

Madula interna

Fonte: Adaptado de Cunningham ¢ Bradley (2014).
Legenda: O glomérulo de um néfron justamedular estd localizado profundamente no cortex, préximo a jungao
corticomedular. O ramo delgado da al¢a de Henle estende-se profundamente na medula interna. O glomérulo de
um néfron superficial esta localizado no cortex externo e a alga de Henle estende-se na medula externa. As setas
indicam a dire¢do do fluxo do fluido tubular. Os segmentos estdo numerados na ordem sequencial de modificacao
do fluido tubular, iniciando pelo glomérulo.
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O transporte de solutos nos epitélios tubulares ocorre em duas vias, a via transcelular,
através das membranas luminal ou apical e basolateral e a via paracelular, através da jungao
estreitas e espacos intercelulares (FEEHALLY et al., 2018).

Os mecanismos miogénicos ¢ a taxa de filtracdo glomerular (TGF) sdo dependentes da
sinalizagdo extracelular de trifosfato de adenosina (ATP). O ATP ¢ liberado das células durante
o estiramento vascular e pode promover vasoconstri¢do via receptores purinérgicos P2Y6. O
ATP também ¢ o principal mediador de TGF, o aumento da liberagdo de NaCl para as
derivagdes da macula densa causa o aumento da captagao de NaCl por essas células por meio
de um cotransportador sensivel a furosemida Na™ K", 2CI™, desencadeando a liberagdo de ATP
do espaco extracelular. O ATP pode ter um efeito vasoconstritor direto sobre a arteriola
aferente, ativando receptores purinérgicos P2X1 para despolarizar as células musculares lisas.
No entanto, porque a macula densa ¢ anatomicamente separada da arteriola aferente pelo
mesangio extraglomerular, o sinal final para estimular a TFG ¢ a adenosina. Os receptores de
adenosina Al agem na arteriola aferente causando vasoconstri¢do. A sensibilidade do TFG ¢
modulada por angiotensina II (Ang II), 6xido nitrico (NO) e certos eicosanoides produzidos

localmente (Guyton; Hall, 2017)

2.5 LESAO RENAL E MARCADORES BIOQUIMICOS

A lesdo renal aguda (LRA) pode ser definida como uma perda ou reducdo da fungao
renal subita e inesperada, caracterizada pela rapida deterioracdo das funcdes tubular e
glomerular, sendo relacionada com um rapido declinio na TGF, resultando no acimulo de
substancias nitrogenadas como ureia e creatinina, com ou sem reduc¢do do volume urinario (Li
et al., 2013; Castro et al., 2016; Parikh; Mansour, 2017). Os processos de injuria renal estdo
associados a lesdes por isquemia-reperfusdo, sepse e substancias toxicas. A nivel celular ha
uma perda répida da integridade do citoesqueleto das células tubulares proximais, escape de
enzimas e micro proteinas para luz tubular, perda da borda em escova, alteracdo na polaridade
celular, apoptose e necrose (Bonventre, 2010). A dependéncia da fosforilacdo oxidativa para
producao de energia nas células tubulares as torna susceptiveis nos processos isquémicos € a

substancias nefrotoxicas interrompendo a atividade mitocondrial e a produgdo de ATP (Siegel;

Devarajan; Why, 1994).
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Inicialmente, as alteracdes causadas pela Lesdo renal aguda (IRA) sdo estruturais
sendo detectaveis precocemente por marcadores que consigam detectar injurias que alterem a
composi¢ao morfologica renal. Para avaliar a lesdo renal aguda foi utilizado a lipocalina
gelatinase associada ao neutréfilo (NGAL), um biomarcador liberado apds lesdes renais agudas,
onde seus niveis plasmaticos estdo aumentados, quando ha danos morfoldégicos e a presenga de
infiltrado de células do sistema imunoldgico no tubulo renal proximal (Castro et al.,2016). A
NGAL ¢ uma proteina de 25 KDa e membro da familia das lipocalinas secretada pelas células
epiteliais do rim. Uma proteina formada e elevada na fase precoce do rim pos-isquémico em
modelo animal utilizando ratos. O NGAL foi detectavel na urina de ratos com nefrotoxicidade
induzida pela cisplatina (Peres et al., 2013; Mansour et al., 2017).

A Glutationa-S-transferase (GST) ¢ um biomarcador renal que catalisa uma variedade
de reacdes. A alfa GST ¢ uma enzima citosdlica presente nas células tubulares proximais, o
aumento da proteinuria causado pela perda da borda em escova esta associado com a redugdo
da GST nas células do tabulo renal. Um aumento nas concentra¢des urinarias ¢ um marcador
de dano especifico das células tubulares. A utilidade clinica da alfa GST urinaria tem sido
explorada como um meio de distinguir a necrose tubular aguda de outras causas de lesdo renal
aguda, sendo um preditor de nefrotoxicidade para compostos que afetam o rim (McMahona;
Koynerb; Murray, 2010).

A gama-glutamil transferase (GGT) ¢ uma enzima presente na borda em escova dos
tubulos proximais e tem-se mostrado Util como marcador precoce de nefrotoxicidade. O
aumento na excrecdo da GGT urinaria ¢ diagnostico de lesdo ou disfungdo tubular renal.
Administragdo de aurotiomalato de sodio para modelo de nefrotoxicidade em ratos Wistar
causou dano tubular agudo seletivo com extravasamento da enzima e aumento da excrecao
urindria, porém a filtracdo glomerular foi mantida (Waring; Moonie, 2011).

Para avaliar a fungdo renal a quantificacdo da creatinina sérica € um método tradicional
de diagnostico da lesdo renal. Entretanto, as concentragdes de creatinina sérica ndo se alteram
até que uma quantidade significativa da fungao renal ja tenha sido perdida, quando ja ocorreu
um maior grau de lesdo renal com redu¢do de pelo menos 30% da TFG, o que significa que a
lesdo renal ja estava presente ou ocorreu antes que a creatinina sérica estivesse elevada. O
exame ¢ tradicionalmente utilizado na pratica clinica, mas apresenta limitagdes na detec¢do
precoce do dano renal devido a ser detectdvel quando 75% dos néfrons ja estdo acometidos

(Castro et al.,, 2016).
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O é4cido urico € o produto final do metabolismo das purinas em seres humanos. O urato
plasmatico ¢ filtrado livremente pelos glomérulos, mas a excre¢ao fracional do acido urico
filtrado ¢ inferior a 10%. Isto demonstra a preponderancia dos processos de reabsor¢do tubular
em seres humanos, realizados principalmente pela proteina transportadora denominada URAT1
presente no tubulo contornado proximal. A ocorréncia de hiperuricemia ¢ decorrente da
diminui¢do da excrecao fracional do acido urico pelos rins ao longo dos anos ou décadas, gera
um aumento da quantidade de acido trico no organismo, favorecendo a deposi¢ao de urato nao
sO nas articulagdes, mas também em outros tecidos, principalmente os rins, € no endotélio
vascular. Esses achados caracterizam o aumento dos niveis de acido urico no soro como um
biomarcador na doenca renal cronica (Bastos et al., 2009).

A ureia € o principal metabolito nitrogenado derivado da degradacdo de proteinas,
cerca de 90% da ureia ¢ excretada no rim e correspondendo a aproximadamente 75% do
nitrogénio nado-proteico excretado. O restante da ureia ¢ eliminado basicamente pelo trato
gastrintestinal e pela pele. Ela ¢ filtrada livremente pelo glomérulo e ndo pode ser reabsorvida
nem secretada ativamente. A principal utilidade clinica da ureia tem determinagdo em conjunto
com a creatinina. A razdo ureia sérica/creatinina sérica pode indicar patologias renais. Valores

baixos podem ser indicativo de necrose tubular aguda (Sodré; Costa; Lima, 2007).

2.6 PRODUCAO ENERGETICA, ESTRESSE OXIDATIVO E SISTEMA
ANTIOXIDANTE NO TECIDO RENAL

A produgdo de energia no metabolismo renal ¢ decorrente da produgdao de ATP pelo
processo de fosforilagao oxidativa. A cadeia de transportadora de elétrons oxida NADH para
produzir NAD © ¢ FAD(2H) e doa elétrons para O2, o qual é reduzido em H>O. A cadeia de
transporte de elétrons contém trés grandes complexos de proteinas (I, IIT e VI) integrais da
membrana interna da mitocondria. Quando elétrons passam através desses complexos em uma
série de reagdes de oxirreducdo, prétons sdo transferidos da matriz mitocondrial para o lado
citosolico da membrana interna da mitocondria. O bombeamento de protons gera um gradiente
eletroquimico (Ap) através da membrana composto pelo potencial de membrana e pelo gradiente
de protons. A ATP sintase contém um poro para protons através da membrana interna da
mitocondria e uma “cabega” que sobressai para a matriz. A medidas que os protons(H" sdo

conduzidos para matriz através do poro, eles alteram a conformacdo da cabeca, a qual libera
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ATP de um sitio e catalisa a formagdo de ATP a partir de ADP e P; em outro sitio. Os elétrons
sao bombeados nos complexos ao longo da cadeia e sao finalmente aceitos pelo oxigénio no
complexo IV. A medida que os elétrons sio transferidos de complexo para complexo, protons
(H") sdo conduzidos para matriz através do poro para fora dos complexos I, III e IV para o
espaco intermembrana para manter o potencial de membrana e impulsionar a produgdo de ATP
pela ATP sintase (Bhargava; Schnellmann, 2017).

A produgao energética também ¢ realizada pelo transporte e ativacao de acidos graxos
nas células do tubulo proximal renal. Os tibulos proximais requerem grandes quantidades de
ATP para conduzir transporte de ions e, portanto, dependem da respiracdo aerdbica, o
mecanismo mais eficiente para a produ¢do de ATP. Os tubulos proximais utilizam acidos
graxos como o palmitato através da B-oxidacdo para aumentar a producdo de ATP (Simom;
Hertig, 2015).

Estudos demostram que o aumento EROs podem desencadear e acelerar a progressao
de doencas renais. Pacientes em estagios avangados na doenga renal cronica com desequilibrio
na producdo de EROs tendem a complicagdes associadas como hipertensdo, aterosclerose,
insuficiéncia renal aguda, as nefropatias induzidas por substancias toxicas e algumas formas
severas de doenga inflamatoria renal inflamagao e anemia (Daenen et al., 2019). A geragdo de
EROs e ERNs no rim ocorre nas células tubulares renais e células endoteliais. Sua produgao
estd presente na adaptacdo e transdugdo de sinais fisiologicos celulares e em processos
patologicos. As EROs em concentragdes basais desempenham um papel na regulacdo da
reabsor¢do de solutos e 4gua no rim, o que ¢ vital para manter a homeostase eletrolitica e o
volume de liquido extracelular e sinalizam vias biologicas para proliferagdo e crescimento
celular, atuam como sensor de hipoxia detectando alteracdes na perfusdo renal (Ishimoto et
al.,2018).  Quando as células tém um desequilibrio na produ¢do de EROs e ERNs e a
insuficiente degradacao pelo sistema antioxidante, nds temos o estresse oxidativo. As organelas
celulares estruturalmente sdo afetadas pelos danos oxidativos em proteinas, lipideos ¢ DNA
celular alterando as funcdes bioldgicas (Gutteridge; Halliwell, 2018; Sies, 2018).

As ERNs sdo formadas pelas enzimas 6xido nitrico sintase (NOS), e que utilizam L-
arginina, L-citrulina, oxigénio e outros cofatores. Elas sdo seletivas por reagirem com perdxidos
formando peroxinitrito, capazes de interagir com componentes celulares, incluindo grupos tiol

e acidos graxos insaturados, promovendo a oxidagdo de lipidios e nitrosagdo modificando
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proteinas. E importante salientar que EROs ¢ ERNs estdo intimamente ligadas sendo sua

geragao sinergicamente potencializada uma pela outra, conforme demonstra a Figura 11.

Figura 10 - Relag8o entre Espécies reativas de Oxigénio e Nitrogénio.
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Fonte: Adaptado de Barbosa (2010)
Legenda: EROs e ERN sao tipos de moléculas instaveis que contém oxigénio ou nitrogénio e incluem muitas
espécies reativas. Os principais ROS séo superoxido (O.), radical hidroxila (HO), peréxido de hidrogénio (H,O> ¢
oxigénio singlete (Oz). As principais ERNs incluem 6xido nitrico (NO), trioxido de dinitrogénio (N203),
peroxinitrito (O = NOO-), didéxido de nitrogénio (-NO2) e outros 6xidos de nitrogénio. XO: xantina oxidase, SOD:
superdoxido dismutase, NOS: 6xido nitrico sintase.

O estresse oxidativo ¢ caracterizado por niveis aumentados de EROs que causam danos
no DNA mitocondrial e danos a proteinas e lipidios (Daenen et al., 2018). As EROs podem
desencadear a apoptose na célula e liberagao do citocromo ¢, levando a disfun¢ao mitocondrial.
Para inibir os efeitos deletérios as mitocondrias possuem um sistema de defesa antioxidante. As
defesas enzimaticas como a SOD, a Catalase e a glutationa peroxidase sdo ativadas no nucleo
da célula através do fator eritréide nuclear 2 (Nrf2) na resposta ao insulto oxidativo. O Nrf2
sinaliza para transcricdo de genes que que codificam essas enzimas. A superoxido dismutase
(SOD2) ¢ um sistema que atua na mitocondria convertendo o anion superoxido em perdxido de
hidrogénio em agua (Ratliff et al., 2016). Outro sistema de defesa presente envolve a glutationa.
A mitocondria tem niveis basais de glutationa que reduzem as EROs e previne a saida de
Citocromo ¢ da membrana interna. A glutationa ¢ um tripeptideo (glutamina, cisteina, glicina)
nucleofilico que existe na forma reduzida e se oxida na forma de glutationa dissulfeto (GSSG).
A glutationa detoxifica o radical anion superdxido formado a glutationa dissulfeto GSSG. A
GSSG ¢ reduzida pela glutationa redutase podendo assim ser reciclada a GSH. A glutationa

peroxidase esta localizada no citoplasma e nucleo mitocondrial, fazendo a reducao do perdxido

de hidrogénio em agua. A conversdao de GSSG para GSH requer NADPH, o mecanismo que
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mantém os niveis de GSH ¢ a via da pentose fosfato produtora de NADPH, juntos os
mecanismos tem um papel de prevengao contra o aumento nos niveis de EROs e na manutengao
da funcdo mitocondrial como observamos na Figura 12 (Bhargava; Schnellmannzhou, 2017;

Zhou et al., 2017).

Figura 11 - Estresse oxidativo e Sistema de defesa antioxidante.

Estresse oxidativo Sistema de defesa antipxidante
[ Insulio 5 I |

|||||||||| =2

N

........................................................................

.........................

EROE. Gsi — GSSG < H,0

GSH *+ HD, —— HO+ GSSG

Danos lipideos/
proteinas

|G €0 @D ) e
B—e— 2.

Fonte: Adaptado de Bhargava (2017).
Legenda: Os insultos podem aumentar a produgdo de EROs no citosol e na mitocondria. O complexo enzimatico
NADPH oxidase (NOX2 e NOX 4) produz EROs, o aumento das EROs pode causar quebra no DNA mitocondrial
e dano aos lipideos e proteinas. O dano ao DNA mitocondrial gera proteinas mitocondriais mutadas. Os danos a
lipideos e proteinas causam perda fungdo mitocondrial. As EROs ativam o fator Nrf2 translocado para o nicleo o
elemento de resposta antioxidante, para codificacdo de genes das defesas enzimaticas antioxidantes como a
superdxido dismutase 2 (SOD2), a glutationa peroxidase e catalase. A SOD2 reduz o anion superéxido em
peroxido de hidrogénio e oxigénio. A catalase estd no citoplasma e a GPX no citoplasma e na mitocondria, elas
reduzem o peroxido de hidrogénio em agua. A GPX oxida glutationa (GSH) em glutationa dissulfeto (GSSG) um
subproduto da redu¢o do peroxido de hidrogénio a 4gua. A GSSG na mitocondria volta a ser convertida em GSH



46

pela glutationa redutase em um processo que requer NADPH. Os complexos da cadeia transportadora de elétrons
estdo indicados como I, II, III, I'V.

2.6.1 Antioxidantes renais

A SOD protege o tecido e as células renais das espécies reativas de oxigé€nio e
nitrogénio, sendo a primeira enzima intrinseca na dismutacdo dessas espécies. A isoforma
SOD1 estd em 80% nas células renais. Sua importadncia na patogénese renal ¢ devido a
capacidade de reduzir o estresse oxidativo. A SOD esta localizada nas mitocondrias, no
citoplasma e no espago extracelular ancoradas por um dominio de ligagdo a heparina. Nas
células do cortex, nas células justaglomerulares do tubulo renal proximal, nas células
musculares dos vasos sanguineos renais e com atividade reduzida na medula e no glomérulo
(Ratliff et al., 2016). A reducdo na sua atividade resulta no aumento das EROs no rim, fato que
reduz o fluxo sanguineo medular, a excre¢ao de sodio, a taxa de filtragdo glomerular induzindo
a hipertensdo em ratos e que sdo fatores presentes no desenvolvimento de lesdo renal aguda. A
catalase tem um papel importante na redu¢do das EROs e prevengdo da lipoperoxidagdo. A
deficiéncia de catalase resulta no aumento da EROS e afeta a funcdo mitocondrial. A perda da
atividade da catalase induzida por lipopolissacarideos em modelos de endotoxemia demonstrou
agravar significativamente os danos renais (Vasko et al., 2013). A glutationa ¢ outra defesa
importante distribuida a nivel celular na mitocondria, no citoplasma e no nucleo. A glutationa
atua na regulagdo redox da célula e esses mecanismos sdo capazes de controlar a sintese de
DNA, a proliferagao celular e a apoptose. Estudos demonstram que o decréscimo nos niveis de
SOD, catalase e glutationa estdo presentes em modelos de nefropatia em ratos (Chander ef al.,
2004). No sistema renal os antioxidantes sdo primordiais na manuteng¢do fisiologica celular e
tecidual e estdo associados a homeostase prevenindo processos fisiopatologicos causados pelo

acumulo de EROs e ERNs. Quando sua capacidade de detoxificagao ¢ excedida ha o estresse

oxidativo resultando em lesdes renais (Aratjo; Wilcox, 2014).
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2.7 SINALIZACAO PURINERGICA NO SISTEMA RENAL

No rim, uma grande demanda de energia ¢ mobilizada para a atividade da bomba s6dio
potassio ATPase, responsavel pela troca idnica na membrana celular. Os tibulos proximais,
alca de henle, tubulos distais e ductos coletores demandam atividade de transporte e reabsor¢ao
de ions. Em contraste, a filtragdo glomerular ¢ um processo passivo dependente da manutengao
da pressao hidrostatica glomerular. Os tibulos proximais requerem mais mecanismos de
transporte ativo que outros tipos de células renais por reabsorvem 80% do filtrado que passa
pelo glomérulo, incluindo glicose e ions. Desta forma, eles contém mais mitocondrias do que
outras estruturas no rim. Os mecanismos de controle da funcao renal que demandam aumento
da carga de trabalho, usam energia advinda da hidrolise de ATP (Dwyer et al. (2020).

O sistema purinérgico sinaliza processos fisiologicos renais como regula¢do da agua,
a homeostase do sodio tubular, a fungdo glomerular e vascular, o fluxo sanguineo renal ¢ a
autoregulacdo. Nos processos fisiopatologicos com desenvolvimento de hipertensdo e na
inflamacdo, a sinalizacdo purinérgica ativa vias de sinalizacdo extracelular para o
desenvolvimento da insuficiéncia renal aguda (Monaghan; Bailey; Unwin, 2021).

A sinalizacdo para hidrolise do ATP extracelular (ATPe) é regulada pela enzima
ectonucleotidase trifosfato difosfohidrolase (NTPDase) CD 39, na qual hidrolisa a adenosina
trifosfato (ATP) em adenosina difosfato (ADP) e o ADP em adenosina monofosfato (AMP). O
AMP resultante ¢ degradado em adenosina pela enzima 5 ectonucleotidase (CD73). A
adenosina extracelular ¢ convertida em inosina pela enzima adenosina desaminase (ADA)
(Dwyer; Kishore; Robson, 2020). O ATP intracelular envolve transferéncia de energia,
enquanto que no ambiente extracelular ele funciona como um padrdo molecular associado ao
dano da célula e estimula a resposta inflamatoria, estudos com administracdo de adenosina na
artéria renal para elevacao de seus niveis, causa diminui¢do da filtragdo glomerular e aumento
da resisténcia vascular (Castrop, 2007). Existem vias e enzimas hidrolisam o ATP e regulam a

atividade do padrao molecular associado ao dano via purinoma como observamos na Figura 13.
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Figura 12 - Via metabolica do ATP e Adenosina no rim.
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Fonte: Adaptado de Dwyer et al. (2020).

Legenda: O ATP ¢ liberado no espago extracelular quando ha dano na célula através dos canais de conexina e
panexina. O ATP extracelular pode desencadear a sinalizagdo pro-inflamatoria pela ativagdo de receptores P2X ¢
P2Y. A via candnica do metabolismo do ATP (setas preenchidas) ocorre através da hidrdlise sequencial de ATP
pela hidrolase CD39 em ADP e AMP, que por sua vez ¢ hidrolisado em adenosina pela CD73. Adenosina pode
ser hidrolisada em inosina via adenosina desaminase (ADA) ou absorvido pelas células por meio de nucleosideos
equilibrados transportadores (ENT1 / 2). A adenosina ativa os receptores Al, A2A, A2B e A3 da adenosina P1
para mediar as vias de sinalizag¢@o antiinflamatdria. Vias metabdlicas ndo candnicas também operam no espaco
extracelular (tracejado; setas; flechas). O ATP pode ser metabolizado em AMP pelo ectonucleotideo pirofosfatase
/ membro da familia da fosfodiesterase 1(ENPP1), liberando pirofosfato (PPi) ou para ADP por ENPP3. A
regeneracdo de ATP pode ocorrer através da atividade de nucleotideo difosfoquinase (NDPK) e adenilato quinase
1 (AK1) por meio de reagdes reversiveis de fosfotransferéncia. Fosfatase alcalina ndo especifica de tecido (TNAP)
pode converter ATP diretamente em adenosina e fosfatase acida prostatica (PAP) pode converter AMP em
adenosina.

As purinas extracelulares podem atuar como agentes autocrinos ou paracrinos nos rins,
ativando receptores especificos da superficie celular que sinalizam vias regulatorias. Os
purinoceptores sdo subdivididos em receptores P1 e P2. Os receptores P1 respondem a
adenosina e sdo denominados receptores de adenosina (A1, A2a, A2b e A3). Os receptores P2
sao ativados pelos nucleotideos (ATP, ADP) e sdo subdivididos em P2X (ionotropicos) e
receptores P2Y (metabotropicos). Os receptores Al e P2X1 sdo encontrados nas arteriolas
aferentes e artérias interlobares e medeiam a vasoconstricdo (Chan et al., 1998; Monaghan;
Bailey; Unwin, 2021). Os purinoceptores também sdao encontrados nas membranas apical e
basolateral das células tubulares renais. A estimulagdo de receptores Al aumenta a reabsor¢ao
tubular proximal e inibe a reabsor¢do no tubulo coletor distal de Na ™, enquanto a estimulagido
de receptores P2 geralmente tem um efeito inibitério no transporte tubular. Assim, os

nucleotideos liberados luminalmente, agem nos subtipos de receptores P2, podem inibir a
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reabsor¢do de Na' na regido do tabulo proximal, tabulo distal e ducto coletor. A estimulagio
dos receptores P2Y2 no ducto coletor inibe a reabsor¢ao de dgua sendo sensivel a vasopressina

(Bailey et al., 2000). A adenosina esta presente em baixas concentragdes no espago pericelular

das células renais e regula a liberagao de renina, a taxa de filtragdo glomerular e o tonus renal
vascular. A adenosina aumenta significativamente durante os estados inflamatorios e a hipdxia
através da hidrélise ATP (Roberts ef al., 2014).

Na inflamagao renal o complexo de proteinas citosolicas intracelulares inflamossoma
(NLRP3 —receptores da familia NLR contendo dominio pirina 3) ¢ ativado em resposta ao dano
tecidual e desregulacdo metabdlica. O complexo NLRP3 ¢ identificado nas doencas renais
como a lesdo renal aguda, insuficiéncia renal cronica e nefropatia diabética. Os inflamassomas
medeiam a produgao de citocinas pro-inflamatorias IL-1 e [L-18 (Hutton et al., 2016). Estudos
atuais destacaram o papel da sinalizacdo purinérgica na ativagdo do NLRP3. Na resposta a
nanoparticulas, como 4cido urico, silica os macrdéfagos renais liberam ATP via exocitose ou por
meio de canais de conexina e panexina para o meio extracelular. O ATP extracelular ativa
receptores P2X7 de maneira autocrina e, subsequentemente, ativam o inflamassoma NLRP3,
resultando na produgdo de citocinas proinflamatorias IL-1p e IL 18 causando morte celular por
piroptose na Figura 14 (Sakaki et a/ 2013; Baron et al., 2015). O inflamassoma NLRP3 também
pode ser ativado pelo receptor P2X7 de forma paracrina, em resposta ao ATP extracelular
liberado ap6s lesao por hipoxia. A ativagao de receptores P2X7 pode amplificar ainda mais a
hidrélise do ATP em macréfagos (Riteau et al., 2012; Brandao-Burch ef al, 2012). Niveis
aumentados de ATP sinalizam a ativa¢do do receptor P2Y em macréfagos ativando NLRP3
(Riteau et al., 2012; Baron et al, 2015). Além disso, o ADP pode estimular a produ¢do de IL-
1B através de receptores P2Y expressos em macrofagos (Riteau ef al., 2012). A via NLRP3
contribui significativamente para a progressao da doenga renal cronica causando morte celular

por piroptose (Hutton et al., 2016; Xiang et al., 2020).
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Figura 13 - Sinalizagdo de CD39, ATP ¢ Adenosina no complexo inflamassoma NRP3.
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Fonte: Adaptado de Dwyer et al. (2020)

2.8 METABOLISMO DE AMINOACIDOS NO TECIDO RENAL

O rim sintetiza glicose a partir de aminoacidos, lactato e piruvato via gliconeogénese,
regula o equilibrio acido-base por meio do metabolismo inter-organico da glutamina e sintetiza
arginina, tirosina e glicina, respectivamente, a partir de citrulina, fenilalanina e 4-
hidroxiprolina. No rim, o metabolismo de degradac¢do de aminoécidos envolve a eliminagao do
grupo amina (desaminacdo) intrarrenal e incorporagdo da amoénia e producdo de ureia e
posterior excre¢do urinaria e conversao do esqueleto carbonico em intermediarios metabolicos
para producdo de energia. A desaminacdo da maior parte dos aminoacidos envolve uma
transaminacao prévia, que consiste na transferéncia do seu grupo amino para um alfa-cetoécido,
produzindo o aminoacido correspondente ao alfa-cetoacido e o alfa-cetoacido correspondente
ao aminodcido original. Geralmente ¢ transferido um grupo amina ao alfa-cetoglutarato, que ¢
convertido em glutamato (Vinay et al., 1986). A funcao renal demanda substratos para producao
de energia, o aumento da atividade de enzimas como aspartato aminotransferase (AST) e a
alanina aminotransferase (ALT) sdo indicadores de mobilizacdo de aminoacidos. A degradacdo

de aminoacidos ocorre pela desaminagado e a conversao de um intermediario que pode entrar no
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Ciclo de Krebs e apos pela oxidacdo desse intermedidrio e a interagdo metabdlica com outros
ciclos no metabolismo da glutamina em glutamato como podemos observar na Figura 15

(Kumar et al., 2010; Yang et al., 2020).

Figura 14 - Metabolismo da glutamina e do glutamato e interacdo metabolica com Ciclo de Krebs, Ciclo da
Ureia, Ciclo da Gama-glutamil e as reagdes de transaminagao.
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Fonte: Adaptado de Nissim (1999).
Legenda: Ilustragdo esquematica do metabolismo da glutaminase do glutamato no rim e sua interagdo com o ciclo
de Krebs, Ciclo da Ureia, Ciclo da Gama-glutamil (formacdo de GSH) e rea¢des de transaminacao pela alanina
aminotransferase (ALT) aspartatoaminotrasnferase (AST). CPS-I, carbamoil-fosfato sintetase-I; y- GT, gama
glutamil transpeptidase; GL-II, via da glutamina aminotransferase; GS, glutamina sintetase; GDH, glutamato
desidrogenase; NAG, N-acetilglutamato; PC piruvato carboxilase; PDG, glutaminase dependente de fosfato; e
PDH, piruvato desidrogenase; O sinal + significa ativagao.

Nos tabulos proximais a glutamina ¢ absorvida e metabolizada e realiza a manutengao
da homeostase do equilibrio 4cido-base, atuando no metabolismo de glutamina em glutamato
por trés mecanismos distintos. O primeiro € pela glutaminase dependente de fosfato (GDP) que
faz desamidac¢do da glutamina renal produzindo amonia no interior da membrana mitocondrial
e, o glutamato gerado pode sofrer desaminacao oxidativa via glutamato desidrogenase (GDH).
O segundo ¢ via glutaminase II (GLII), que envolve a agdo sequencial da glutamina citosdlica

seguida pela reacdo de transaminacdo catalisada ALT. A terceira via de metabolizacdo da
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glutamina ¢ via reacao de gama-glutamiltranspeptidase (y-GT), que é encontrada na regido renal
da borda em escova e que medeia o consumo renal de GSH e glutamina. Ela catalisa a
transferéncia de um grupo y-glutamil a um aceptor, usando a GSH como doador do grupo vy -
glutamil, com formacao de cisteinil-glicina e y-glutamil. O ultimo pode ser transferido para um
aminoacido ou peptideo aceitador para formar um aminoacido y-glutamil ou um peptideo y-
glutamil (transpeptidacao) (Nissim, 1999; Kumar et al., 2010; Yang et al., 2020). Além disso,
o metabolismo da GIn/Glu se interconecta com reagdes de transaminagdo, o ciclo da gama-
glutamil (sintese de GSH), ciclo de nucleotideos de purina (PNC) e ciclo do acido tricarboxilico
(TCA). No figado, essas rotas metabolicas também se interrelacionam com o ciclo da ureia. A
compreensdo das vias metabolicas e a atividade enzimética tem correlagdo com a disfungdo
renal, levando a alteragdes nas concentracdes de aminodcidos no sangue, degradacdo da

proteina muscular, inflamagao e anormalidades mitocondriais.

2.9 PROTEINAS ENVOLVIDAS NO DANO AO DNA, MORTE CELULAR E ESTRESSE
OXIDATIVO E DEFESAS ANTIOXIDANTES NOS PROCESSOS PATOLOGICOS
RENAIS YH2AX, P53, CASPASE 3 P-P54 INK, P-P46 JNK, NRF2

O estresse oxidativo e a apoptose celular sdo processos bioldgicos relacionados ao
desenvolvimento de vérias patologias renais e sdo mediados por vias de sinalizagdo celular
ativadas por fosforilacdo. A JNK (quinase c-Jun N-terminal) ¢ uma proteina da familia de
quinases serina/treonina MAPK (proteina cinase ativada por mitdogeno) que ativa a transdugao
de sinais de proliferacdo celular, diferenciagdo, migracao e apoptose celular. Nas células
glomerulares durante a lesdo renal aguda e sua ativacdo sinaliza para vias de transcricdo de
mediadores pro-inflamatorios, estresse oxidativo, fatores pro-fibroticos e apoptose (Grynberg;
Ma; Paterson, 2017). A administracdo de inibidores JNK mostrou proteger as células tubulares
contra lesdao renal aguda e suprimir o desenvolvimento de glomeruloesclerose e fibrose. Sua
ativacdo ¢ promovida por uma cascata de reagdes fosforilacdo. Ativacao rapida da sinalizagdo
¢ facilitada pela proteina de interacdo 1 (JIP1) e a inativacdo por um grupo de fosfatases com
especificidade dupla (Peterson et al., 2009). Na inflamagao, a via da JNK promove a resposta
inflamatoéria nos leucdcitos pelo mecanismo primdrio de pela ativagdo do fator de transcrigao
AP-1, JNK pode fosforilar c-Jun e fazer a dimerizagdo de c-Fos para AP-1 para transcrever

genes da resposta inflamatoria, incluindo as citocinas TNF-a e quimiocinas CCL2 e moléculas
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de adesaio VCAM-1/CD106 (Grynberg, Ma; Paterson, 2017) (Figura 16). Uma segunda
fosforilagdo da JNK ativa o fator 2 (ATF-2) que transcreve genes contribuem na resposta
inflamatoria. A via da JNK ativa Linfocitos T, os subtipos T helper (Thl) e (Th2) (Yu et al.,
2014). Na apoptose, a via de sinalizagdo JNK ativa a via intrinseca na mitocondria, o estresse
oxidativo causa liberagdo do citocromo ¢ no citoplasma e levando a ativacdo de caspase 3 e
apoptose. Outra via ¢ a ativacdo nas Células B no linfoma com ativacdo de Bcl2 e Bel2 com

gene Bcl-xs oncoproteinas na superficie mitocondrial (Maundrell et al., 1997) como

observamos Figura 16.

Figura 15 - Sinalizagdo JNK efeitos bioldgicos nas células renais.
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Fonte: Adaptado de Grynberg, Ma e Paterson (2017).

Legenda: As Citocinas inflamatorias, moléculas padrdo ligantes associadas ao perigo (alarminas) e pro-fibroticas,
os fatores de crescimento podem induzir a ativagdo de membros da familia da proteina quinase ativada por
mitogénio (MAP3K). Outros fatores, como espécies reativas de oxigénio (EROs) e estresse osmotico também
podem levar a ativacdo de MAP3K. Membros individuais das familias MAP3K e MAP2K e JNK sao mantidos
nas proximidades do proteina-esqueleto (proteina-1 acopladora) facilita uma série rapida de reacdes de fosforilagao
que levam a fosforilagdo do local de ativagdo de JNK. A JNK ativada se dissocia deste complexo e pode promover
apoptose dependente de mitocondria através de células de linfoma, células B (Bcl-2) e Bcl-2 associado proteina x
(Bax). JNK ativa promove a transcricdo de genes envolvidos nas respostas inflamatorias e fibroticas através da
fosforilacao de c-Jun para promover funcdo da proteina ativadora-1 (AP-1)], SMAD3 e ATF2. A ativacao de JNK
pode promove a morte celular, inflamagao e fibrose.
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Os danos exdgenos ao DNA podem ocorrer quando as células sdo expostas a agentes
quimicos como os agrotoxicos podem levar a quebra na dupla fita do DNA celular, inibindo
assim, a sintese de proteinas gerando instabilidade genomica (Jackson; Bartek, 2009). A analise
da expressao da yYH2AX ¢ importante indicativo de quebra na dupla fita do DNA que atua como
um sensor de dano quando fosforilado (Podhorecka; Skladanowski; Bozko, 2010). O dano ao
DNA foi descrito em células de mamiferos expostos a radiagdo ionizante. O dano ativa o
recrutamento da proteina quinase Ataxia-telangectasia mutante (ATR). A proteina ATR
fosforila a proteina Checkpoint quinase (Chkl) que fosforila histona H2AX em serinal39
(YH2AX) e ativa p53/p21 impedindo a progressao do ciclo celular (Jackson; Bartek, 2009).

A proteina de tumor (p53) ¢ uma proteina citoplasmatica com massa molecular 53kDa
que ativa genes de transcri¢cdo em lesdes tubulares renais, tendo como funcao regular o reparo
do DNA danificado, a hipdxia e, no caso de ineficiéncia do reparo, o ciclo celular ¢
imediatamente bloqueado e entdo desencadeia-se a apoptose, pelo aumento da fosforilagao da
proteina p53 (Tang et al., 2019). No rim, a sinalizagdo da proteina p53 estd envolvida nos
fendmenos de isquemia e reperfusdo causa de insuficiéncia renal em ratos no modelo de
Dagher. Nesse modelo a expressdao da proteina p53 foi detectada 24hs apds o inicio da
insuficiéncia renal na medula renal e a inibicdo da atividade da p53 pela pifitirina-o durante a
isquemia renal preveniu a apoptose das células tubulares resultando na protecao da fungao renal
(Kelly et al., 2003). No dano ao DNA a sinalizagdo de p53 ¢ ativada pelas proteinas quinases
ATM e ATMR, responsaveis pela sinalizagado e ativacdo do mecanismo de Checkpoint, levando
a interrupcao do ciclo celular para corre¢ao do dano, prevenindo assim a transmissao dos erros
as células em formagdo Figura 17. As EROs regulam a atividade de p53 induzindo vias de
sinalizagdo resposta (por exemplo, via de resposta de dano de DNA) para a ativagao de p53, ou
através de um direto modificacdo redox chamada s-glutationilagdo em p53 para inibir sua
ligagdo ao DNA atividade. A hipdxia induz a ativagdo do p53 principalmente por meio de HIF-

lae ATR (Tang et al., 2019), todos os fatores ativam p53 de acordo com a Figura 17.
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Figura 16 - Fatores que ativam a sinalizagdo da p53 promovendo a Insuficiéncia Renal
(isquemia, nefrotoxinas e sepse)

Hipdxia

Degradacéo Proteossoma

/\ Membro familia
Bel-2
Citosol P53 w
/ Nicleo \ Mitocéndria
Autofagia Parada ciclo celular Apoptose

Fonte: Adaptado de Tang (2019).

Legenda: As lesdes renais sdo decorrentes de hipdxia, dano ao DNA ¢ / ou producdo de EROs nas células renais
O dano ao DNA induz a ativagdo de p53 pela fosforilagao das proteinas quinases ATM ¢ ATR. As EROS regulam
a atividade de p53 induzindo via de sinalizagdo em resposta (por exemplo, via de resposta de dano de DNA) para
a ativagdo de p53, ou através de modificacdo redox chamada s-glutationilagdo em p53 para inibir sua ligacdo ao
DNA. A hipdxia induz a ativagdo do p53 por meio de HIF-1a e ATR. Ativada a p53 nuclear transaciona uma ampla
gama de genes envolvidos na apoptose, na parada do ciclo celular e autofagia. O p53 citoplasmatico atua de forma
independente por suas interagdes diretas com proteinas citoplasmaticas.

O dano ao DNA ocorre na insuficiéncia renal e no reparo de lesdes renais pela
regulagdo da apoptose, da parada do ciclo celular e da autofagia. A p53 regula varios de tipos
de morte celular incluindo a apoptose, a necrose e a ferroptose. No desenvolvimento da lesdao
renal aguda ela causa sinalizagdo para morte das células tubulares. A transcrigdo de p53 foi
demonstrada na nefrotoxicidade por cisplatina causando apoptose das células tubulares (Peres;
Cunha Junior,2013).

O processo de apoptose envolve duas vias ja conhecidas, a via extrinseca e a via
intrinseca da apoptose, na qual a proteina caspase 3 efetora participa da sinalizacdo. A via
mitocondrial ou intrinseca responde a estimulos como dano ao DNA, estresse osmotico e
radiagdes. A via ¢ regulada por proteinas anti e pro-apoptoticas da familia BCL-2 (B-cell
CCL/Lynphoma 2), cuja classificacdo ¢ baseada nos dominios de homologia ao BCL-2 (BH-
BCL-2 homology domain). As proteinas antiapoptoticas (BCL-2, BCLx1) estdo localizadas na

membrana externa da mitocondria, no citosol. As proteinas pro-apoptoéticas sdao divididas em
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dois grupos, as moléculas efetoras (BAX ¢ BAK), e possuem dominios (BH1 ¢ BH3), sao
responsaveis pelos poros da membrana externa mitocondrial. A proteinas BH3 (BID, BIM,
PUMA, NOXA) atuam como sensores de estresse intracelular e ligam-se diretamente as
proteinas antiapoptdticas BAX e BAK (Jeong; Seol, 2008). As caspases sdo cisteino-proteases
e estdo presentes na forma de precursores inativos (zimogénios). Quando ha dano ao DNA as
proteinas PUMA e NOXA funcionam como sensores de despolarizagao liberando o citocromo
¢ do espago intermembrana mitocondrial para o citosol. Na sequéncia, o fator 1 de ativacao da
apoptose (Apaf-1), a pro-caspase 9 e o citocromo ¢ vao formar um complexo no citosol,
denominado apoptossoma. A ligagdo do Apaf-1 e do citocromo ¢ a pro-caspase 9 leva a sua
auto-clivagem. A caspase-9 ativa, cliva e ativa a caspase-3 que a seguir induz a clivagem da
poli (ADP-ribose) polimerase (PARP). A PARP ¢ uma enzima nuclear que catalisa a
transferéncia da por¢ao adenina difosfato (ADP)-ribose da nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD™) para um subconjunto especifico de substratos nucleares, em resposta as alteragdes do
DNA (Yuan; Filippova; Hughes, 2012).

A via extrinseca da apoptose € iniciada pela ligacdo de um ligante da familia FNT ao
seu receptor, seguida pela ativacdo de proteinas de sinalizacdo. Os fatores que desencadeiam
esse percurso 