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Polimixina B: efeito dose e tempo
dependente na nefrotoxicidade in vitro
Polymyxin B: dose and time dependent nephrotoxicity effect in vitro
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Descritores Resumo
Polimixina B; Leséo renal aguda; Objetivo: Caracterizar a toxicidade da polimixina B (PmxB) em células renais em dosagem e tempos diferentes.
Células LLC-PK1; Apoptose Métodos: Células LLC-PK, cultivadas em placas multiwell de 12 pogos, foram divididas nos seguintes
grupos: Controle (CTL) - células mantidas em meio DMEM suplementado a 5%; G1 - células expostas
. i IKleywords a concentracdo de 75mM de PmxB; G2 - células expostas a concentracdo de 375mM de PmxB. Cada
Polymyxin B; Acute kidney injury; LLQ' grupo foi avaliado nos tempos de 24, 48 e 72 horas quanto a viabilidade celular (Acridine Orange/
PK1 cells; Apoptosis Brometo de Etidio) e apoptose (Hoechst 33342).
Resultados: Os dados demonstraram a viabilidade celular e a apoptose a exposigdo de trés doses de PmxB
. em trés intervalos de tempo, com um aumento significativo da toxicidade a elevagio das doses e ao maior
Submetido tempo de permanéncia no antibiético para apoptose.
19 de Abril de 2012 Conclusdo: A citotoxicidade pela PmxB, no modelo de cultivo celular, se mostrou tempo e dose dependente,
Aceito aumentando com a maior exposicéo e maior dose de antibiotico.
21 de Fevereiro de 2013
Abstract
Objective: To characterize the toxicity of polymyxin B (PmxB) in renal cell in different dosage and times.
Methods: LLC-PK1 cells grown in 12 well multiwell plates were divided into the following groups: Control
(CTL) - cells maintained in DMEM supplemented with 5%; G1 - cells exposed to concentration of 75uM PmxB
G2 - cells exposed to concentration of 375uM PmxB. Each group was assessed at 24,48 and 72 hours as for
cell viability (Acridine orange/ethidium bromide) and apoptosis (Hoechst 33342).
Results: The data demonstrate the cell viability and apoptosis exposure of three doses of PmxB in three
time intervals, with a significant increase in toxicity to high doses and longer duration of stay in the
antibiotic to apoptosis.
Conclusion: Cytotoxicity by PmxB in cell culture model, showed to be time and dose dependent, increasing
with increased exposure and higher dose of antibiotic.
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Introducao

Estudos epidemiolédgicos recentes relacionam as
drogas nefrotéxicas com 19% a 25% dos casos
de lesao renal aguda (LRA)."V A aplicabilidade de
agentes potencialmente nefrotéxicos no ambien-
te hospitalar ¢é inevitdvel, em virtude da ocorrén-
cia cada vez mais freqiiente de microorganismos
multirresistentes. Outro agravante relaciona-se
ao fato de que a lesdo renal aguda nefrotdxica é
subestimada como um fator causador e possivel-
mente modificivel de LRA.W

Dentre os farmacos nefrotdéxicos destacam-se
o grupo das polimixinas. Das cinco (polimixinas
A, B, C, D e E) apenas a polimixina B (PmxB) e
a polimixina E tem sido utilizadas no ambiente
intra-hospitalar. Relevante ressaltar que a polimi-
xina E apresenta potencial nefrotéxico inferior ao
da PmxB, em contrapartida, a agao bactericida da
PmxB ¢ mais expressiva.?

A composicao do sulfato de polimixina B,
também conhecido como polimixina B ou Ae-
rosporin, consiste em uma mistura de sulfatos de

24 Por atuar na

polimixina B e polimixina B .¢
membrana citoplasmdtica, a PmxB compromete
as propriedades osmoticas e os mecanismos de
transporte da membrana celular, uma vez que a
composi¢io dessa estrutura na bactéria e na célu-
la humana é semelhante.?

Esse antimicrobiano pode se acumular em vé-
rios 6rgaos e tecidos, como rim, figado, cérebro,
pulmées, coragio e musculos por um periodo
@9 J4 a excregao deste agente

farmacolédgico se dd, principalmente, pelos rins,

de até cinco dias.

onde 60% do medicamento pode ser encontra-
do na urina. Na ocorréncia de lesiao renal sua
meia-vida pode aumentar para dois ou trés dias.
Nefrotoxicidade, neurotoxicidade e reacoes de hi-
persensibilidade constituem-se como seus efeitos
téxicos mais caracteristicos.?*?

Estudos experimentais tém demonstrado que
a porcao lisa do tibulo proximal (segmento S3)
¢ a mais suscetivel 2 lesao isquémica ou nefro-
toxica. As células nesta parte do néfron perdem
a borda em escova tubular normal e sofrem ne-
crose celular extensa. As células tubulares proxi-
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mais no cértex (segmentos S1 e S2) sao menos
suscetiveis a lesao, tendo sido observado menos
necrose que nas células do segmento S3. Apesar
do uso freqiiente do termo necrose, a apoptose,
outro mecanismo de morte celular, também estd
presente na lesao celular das LRAs isquémica e
nefrotéxica. Por outro lado, dados histolégicos
concretos que evidenciem a necrose em tdibulos
renais nio estdo disponiveis até o momento. Isso
pressupde que sua manifestagio esparsa e varidvel
seja responsdvel, em parte, pelo dano funcional
precipitado na LRA.19

As células tubulares renais apresentam reacoes
potenciais a lesao renal. A lesao celular subletal pode
levar a disfuncgo celular, a expressao génica alterada,
a desdiferenciagao celular e, finalmente, a recupera-
cao da funcio celular.©

A lesao celular letal, no caso da LRA, quando nao
restabelecida a homeostase, pode levar & necrose e a
apoptose. As caracteristicas morfolégicas bem como
os mecanismos que envolvem os processos de necro-
se e apoptose sio consideravelmente distintos.?

Na LRA, a apoptose e a necrose podem ser pro-
vocadas pelos mesmos eventos citot6xicos. Parece
claro que a apoptose é uma resposta a injuria de cé-
lulas lesadas submetidas a uma pequena isquemia
ou a toxinas em baixas concentracbes em relagao
aquelas que induziriam colapso metabdlico rdpido
e necrose. Alguns estudos demonstram que o meca-
nismo de morte celular tubular renal parece depen-
der da severidade da lesao."!

Na tentativa de simular efeitos nefrotdxicos
desta droga in vitro, as células LLC-PK,, células
epiteliais tubulares proximais, foram a linhagem
de escolha. Obtidas a partir do porco Hampshire,
possuem muitas caracteristicas morfoldgicas do epi-
télio renal, como microvilos apicais, tightjunctions,
envoltérios da membrana basolateral. Apresentam
ainda um fendtipo predominantemente proximal,
constituindo, dessa forma, um modelo seguro para
avaliar nefrotoxicidade.™?

Organismos cada vez mais multirresistentes a
antibioticoterapia convencional tem levado ao res-
gate da PmxB que assumiu importante papel far-
macoterapéutico nos ultimos anos, e nao surpreen-
dentemente, j4 manifesta efeitos indesejdveis a se-



melhanca de medicamentos bem estabelecidos na
clinica. Esta associa¢io de fatos justificou estudos
como estes em que se desenvolveram experimentos
de nefrotoxicidade com a PmxB. Tendo em vista
tais consideragoes, o objetivo deste trabalho foi ca-
racterizar a toxicidade da PmxB em células renais.

Métodos

Estudo quantitativo experimental iz vitro realizado
no Laboratério Experimental de Modelo Animais
da Escola de Enfermagem da Universidade de Sao
Paulo (LEMA - EEUSP) e no laboratério de Biolo-
gia Celular e Molecular da Disciplina de Nefrologia
da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP).
Foram utilizadas células LLC-PK,, uma li-
nha epitelial tubular proximal de porco, passagem
40, obtidas da American Tissue Cells Collection
(ATCC), que foram retiradas de um counteinerde ni-
trogénio, descongeladas e mantidas em garrafas de
cultura contendo Dulbecco’s Modified Eagle’s Me-
dium (DMEM) com soro bovino fetal (SBF) a 5%.
As células LLC-PK,, cultivadas em placas mul-
tiwell de 12 pocos, foram divididas nos seguintes
grupos: Controle (CTL) - células mantidas em meio
DMEM suplementado a 5%; G1 - células expostas a
concentragao de 75mM de polimixina B; G2 - célu-
las expostas a concentracao de 375mM de polimixi-
na B. Cada grupo foi avaliado nos tempos de 24, 48
e 72 horas quanto a viabilidade celular e apoptose.
Células tubulares proximais foram cultivadas
em garrafas de cultura de 25cm?, 75cm? ou placas
multiwell del2 pogos, de acordo com o protocolo
experimental, em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) suplementado com o soro fetal
bovino (SFB 5% v/v), NaHCO3 2,0g/L, HEPES
2,6g/L, penicilina 10.000 UI/L, estreptomicina 50
mg/L e neomicina 100mg/L e mantidas na incu-
badora a 37° C com 95% de ar e 5% de CO.,. Ao
atingirem 80% de confluéncia, as células foram des-
coladas da garrafa por tripsinizagao e a atividade de
tripsina neutralizada com DMEM contendo SFB.
As células foram utilizadas na manutencao das cul-
turas ou na realizagao dos protocolos experimentais,
sendo que cada protocolo foi repetido pelo menos
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oito vezes. Estoques de células foram congelados
sempre na passagem 40 para manutengao de uni-
formidade nos experimentos.

A viabilidade celular foi determinada pela
exclusio dos corantes fluorescentes acridineoran-
ge e brometo de etidio (Sigma).” Para a leitura
da viabilidade foram utilizados apenas 10mL da
suspensio de células tripsinizadas que foram mis-
turadas a 0,3mL da solu¢ido dos corantes acridi-
neorange e brometo de etidio (100mg/ml), numa
relagao v:v (1:1). O método de contagem de cé-
lulas vidveis baseia-se na captag¢io seletiva dos co-
rantes citados, que é dependente da integridade
da membrana plasmditica. O brometo de etidio
passa pela membrana integra, ligando-se ao DNA
celular e, emitindo fluorescéncia na cor verde
(excitagdo 460nm e emissa0650 nm) indicando
as células vidveis. O acridineorange cora o RNA,
porém nio passa pela membrana integra, sendo
captado apenas pelas células cuja membrana es-
teja danificada e fluoresce na cor laranja-averme-
lhado (excitacio 510nm e emissio 595nm), mos-
trando quais células estao invidveis (necrose). Ao
final, foi realizada a contagem de no minimo de
200 células para cada representante de grupo por
meio de microscépio de fluorescéncia (ampliagio
de 40x ¢ 200). Os resultados foram expressos em
porcentagem de células vidveis.

Essa avalia¢do de apoptose consiste no método
morfolégico, quantitativo Hoechst 33342 [Bisben-
zimide HOE 33342 (2’-[4-etoxifenil]-5-[4-metil-
1-piperazinil]-2,5’-bi-1H-benzimidazol triclori-
drato)], que é um corante especifico para adeni-
na — timina. Esse corante é facilmente absorvido
pela célula, corando o DNA, os cromossomos e
o ntcleo, possibilitando a visualiza¢ao de corpos
apoptdticos & microscopia de fluorescéncia em co-
loragdo azul intensa. Para a avaliagio de apoptose
foi preparada uma solugao 100mg/mL do corante
Hoescht 33342 em PBS. As células foram subme-
tidas a0 mesmo preparo descrito para a avaliagao
da viabilidade, para obten¢io do precipitado celu-
lar. Na lamina foram pipetados 5SmL do Hoescht
33342 adicionados a 5mL da suspensao de célu-
las. A lamina foi armazenada por 10 minutos, a
temperatura ambiente e na auséncia de luz, para
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colora¢io da cromatina.® Procedeu-se, entio, a
contagem de 100 a 200 células para cada grupo.
Os resultados foram expressos em porcentagem de
células apoptéticas em relacio ao total de células.

A metodologia estatistica aplicada consistiu
em Andlise de Varidncia-ANOVA. Neste mode-
lo, todas as interacbes foram testadas. Quando
detectadas diferencas, realizaram-se as compara-
¢oes multiplas por meio do teste de Bonferroni
e Tukey. As estatisticas com p descritivo < 0,05
foram consideradas significantes. Os dados foram
definidos como média + erro padrio e serdo apre-
sentados na forma de tabelas.

Resultados

Os dados referentes a tabela 1 demonstraram  a
viabilidade celular 4 exposi¢ao de duas doses de
PmxB em trés intervalos de tempo, com aumen-
to significativo da toxicidade a elevagao das doses
em 24 horas, em 48 horase em 72 horas.

Tabela 1. Viabilidade de células LLC-PK, em relagao ao
tratamento com Polimixina B

Viabilidade celular (%)
Tempo (horas)

Grupos n 24 48 72
(mM)

CTL 8 80,7 £ 3,4 809+19 81,4+58
G1 8 57,6 7,7 56,9 + 8,12 56,9 + 2,9°
G2 8 41,0+6,7® 41,3 £9,7% 40,9 = 2,0°

Legenda: CTL = OpM; G1 = 75uM; G2 = 375uM; 2p < 0,05 vs CTL - 24h / 48h /
72h; °p < 0,05 vs G1 - 24h / 48h / 72h

Na tabela 2 os dados apresentam a apoptose de
células LLC-PK| expostasaos grupos e tempos jd
mencionados. A elevagio da dose (grupo) aumen-
tou a populagio de células em apoptose em 24 ho-
ras, 48 horas e 72 horas. Isso demonstra que a res-
posta celular foi a mesma com a elevagao da dose
de PmxB: maior nimero de células morreram por
apoptose. De forma geral, constatou-se diferenca
significativa em todos os tempos oque demons-
tra maior toxicidade, pois 2 medida que o tempo
de exposigao e a dose da PmxB s3o aumentados,
maijor numero de células entram em apoptose.
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Tabela 2. Apoptose de células LLC-PK, em relagéo ao
tratamento com Polimixina B

Apoptose (%)

Tempo (horas)
Grupos n 24 48 72
(mM)
CTL 8 45+12 8,653 89«21
G1 8 20,7 2,42 24,9 + 2,6° 28,0 2,7
G2 8 29,9 +2,6® B2NMESIEN 36,1 + 3,8%

Legenda: CTL = OpM; G1 = 75uM; G2 = 375uM; %p < 0,05 vs CTL - 24h / 48h
/72h;%p < 0,05 vs G1 - 24h / 48h / 72h; °p < 0,05 vs G1 - 24h; °p < 0,05 vs
G2 - 24h

Discussao

Os resultados mostraram que o efeito citotdxico da
PmxB se intensificou com a elevacio da dose daquele
firmaco. Esse achado foi constatado uma vez que as
células LLC-PK| demonstraram redugao da viabilidade
quando submetidas a uma dose cada vez mais alta da
PmxB. Inversamente, com a elevaciao da dose do anti-
biético a populacio de células apoptéticas aumentou,
demonstrando como a célula reage ao efeito téxico da
injdria, ou seja, a presen¢a de um fenémeno bioldgico
cada vez maior se a injaria também for maior. Mode-
los in vitro que mimetizam a toxicidade pela PmxB em
células renais nao sio comuns. Seu mecanismo de acio
na lesdo renal aguda nao estd esclarecido.””’) Devido aos
esclarecimentos inconclusivos quanto aos mecanismos
celulares envolvidos na génese desse efeito colateral,
esta investigagao, por meio de técnicas de cultura de cé-
lulas imortalizadas renais, avaliou os efeitos da PmxB.

Esses achados confirmaram o efeito téxico
dose dependente deste antibidtico, o que na cli-
nica pode pressupor que uma concentragio ini-
bitéria elevada como medida terapéutica pode
ser representar risco de morte celular renal com
eventual conseqiiéncia funcional.

Além da dose, o tempo de permanéncia da dro-
ga nas células influenciou o mecanismo de morte
celular. Quanto maior tempo as células foram ex-
postas 4 toxicidade dapolimixinamaior apoptose foi
observada.

Tem sido sugerido que o mecanismo de nefro-
toxicidade pela PmxB ¢ conseqiiéncia do aumento
da permeabilidade da membrana celular, o que re-
sulta em influxo aumentado de cétions, 4nions e



dgua, levando ao edema e lise celular.”” A PmxB
atua na membrana plasmadtica da bactéria, prejudi-
cando mecanismos de transporte. Sua agio nao ¢é
seletiva, podendo também atuar na membrana ce-
lular de outros organismos. Seu efeito terapéutico
depende da concentragio inibitéria minima para
bactéria infectante.?

A nefrotoxicidade da PmxB é um problema cli-
nico pouco freqiiente em pacientes com fungio re-
nal adequada e estd relacionada a dose administrada
desta droga."” Estudos sobre o uso tépico ou o uso
parenteral didrio de PmxB na dose de 2.5 mg.k g !
causou proteintria, hemattria e formagao de cilin-
dros em alguns casos.>!V

Evidéncias demonstram que a PmxB apresenta
agao bactericida mais eficaz in vitro que in vivo,
por isso aconselha-se que durante a terapia paren-
teral os niveis séricos sejam avaliados e mantidos
abaixo de 10 mg.1"'.1%

Um estudo recente realizado em ambiente intra
-hospitalar com 60 pacientes investigou com maior
énfase o seu efeito nefrotdxico. Os seguintes crité-
rios foram considerados: caracteristicas demogra-
ficas, doencas de base, ambientes de infeccio, mi-
croorganismos, duragio da permanéncia, dosagem
de PmxB, freqiiéncia e duragao da dose, outras me-
dica¢coes administradas, creatinina sérica, desenvol-
vimento de alteragoes neuroldgicas e cutineas, e re-
sultados microbioldgicos e clinicos. A taxa de mor-
talidade total foi de 20%. Entre os pacientes que
desenvolveram lesao renal, o indice de mortalidade
foi de 57%, e o indice de mortalidade dos pacientes
que nio desenvolveram lesdo renal foi de 15%. Do
grupo que desenvolveu lesao renal, trés sobrevive-
ram; destes, dois restabeleceram a funcao renal e um
necessitou de terapia de substitui¢ao renal. Contra-
dizendo estudos mais antigos onde os indices de
nefrotoxicidade variavam de 17 a 100%, a PmxB
foi bem tolerada pela maioria dos pacientes; destes,
14% desenvolveram nefrotoxicidade. Sua aplicagio
proporcionou eficdcia clinica e microbiolégica, com
menor comprometimento da fun¢ao renal.!?

Outro estudo sobre PmxB enfatiza novamente
sua nefrotoxicidade, mas proporciona uma nova
abordagem sobre este antimicrobiano. A endoto-
xina é um lipolissacarideo (LPS) encontrado na

Neiva LBM, Fonseca CD, Watanabe M, Vattimo MFF

membrana externa de bactérias gram-negativas.
A PmxB liga-se a endotoxina, neutralizando sua
atividade, que inclui morte celular. A PmxB no-
napeptideo é um derivado da PmxB que controla
atividade anti-lipolissacarideo, mas com caracte-
ristica menos téxica. Nesse trabalho experimen-
tal, cies que receberam elevadas doses de PmxB
apresentaram hipertermia, rubor facial e abdo-
minal, além de aumento de nitrogénio uréico e
creatinina sérica. Tais alteracoes nao foram obser-
vadas nos animais controle nem naqueles que re-
ceberam dose igual de PmxB nonapeptideo. Ratos
Sprague-Dawley que receberam dose de PmxB
desenvolveram dispnéia, cianose, diminui¢io da
atividade fisica e ataxia. No grupo controle ou no
grupo em que foi administrada a PmxB nona-
peptideo essas alteragoes nao foram registradas.
E importante ressaltar que a PmxB nonapeptideo
nao apresenta atividade antibidtica, mas é capaz
de desestruturar a membrana de bactérias gram-
negativas, demonstrando que a estrutura quimica
dissociada do efeito antimicrobiano da PmxB ¢
que mostra ter relagio com sua toxicidade.!?

Importante enfatizar que a detecgao de apoptose
no modelo aqui desenvolvido padroniza o evento
téxico induzido pela PmxB. A apoptose é um even-
to coordenado que atua em processos fisiolégicos,
como a homeostase tecidual, desenvolvimento
embriondrio e resposta imune. O ciclo mitético e
a apoptose apresentam caracteristicas semelhantes.
Por isso, o estudo e o entendimento deste fendmeno
na LRA isquémica e nefrotéxica podem proporcio-
nar direcionamentos para medidas de prevengao ou
recuperagio eficientes.

H4 que se ressaltar que a prevencio de suces-
so na LRA exige o conhecimento dos mecanismos
patogénicos envolvidos, da identificagao dos fato-
res de risco individuais e de medidas pré empti-
vas associadas a vigilincia e intervengao precoce.
Nesse contexto incentivam-se modelos de investi-
gacgdo sobre as alteragdes celulares envolvidas no
disttrbio funcional precipitado pelas nefrotoxinas,
como a PmxB.

Esta pesquisa possibilitard & Enfermagem cor-
relacionar a pesquisa bdsica a pesquisa clinica per-
mitindo, a este profissional uma compreensao mais
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aprimorada dos mecanismos bioldgicos, fisiolégicos
e patoldgicos que a acometem a LRA nefrotdxica
pela PmxB, além do estabelecimento de medidas de
prevengio e/ou nefroprotetoras.

O presente trabalho permitird o estabelecimen-
to protocolos de modelos 7 vitro; reconhecimento
de modelo de nefroprotecao a partir de técnicas
de biologia celular e molecular; interpretagao dos
eventos moleculares, celulares e fisiopatolégicos
da LRA nefrotéxica a partir de estudos com cul-
turas de células; identificagio precoce de situacoes
clinicas que exercam influéncia na ocorréncia da
disfungio renal; compreensio das terapéuticas uti-
lizadas no tratamento do paciente com disfungao
renal; identificacio dos fatores de risco relaciona-
dos a ocorréncia da LRA nefrotéxica pela PmxB;
elaboragio de medidas preventivas para a LRA pela
PmxB e o estabelecimento de estratégias clinicas
para minimizar a ocorréncia da LRA nefrotdxica
pela PmxB.

Conclusao

A PmxB confirmou seu efeito citotéxico em células
LLC-PK,, desencadeando redugio da viabilidade
e elevagao da apoptose 2 medida que se elevou a
dose e o tempo do antibidtico. A citotoxicidade
pela PmxB, no modelo de cultivo celular, se mos-
trou tempo e dose dependente, aumentando com a
maior exposi¢ao e maior dose de antibidtico.
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