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RESUMO

Efeito renal da Bothrops erythromelas e bloqueio induzido pelo Fator antibotrépico
de Didelphis marsupialis — Fabiola Carine Monteiro de Sousa. Dissertacdo de Mestrado em
Farmacologia do Depto de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.
Orientadora: Dra. Helena Serra Azul Monteiro.

Alguns animais apresentam resisténcia natural contra os efeitos de venenos de serpentes que pode ser
explicada pela presenca de fatores neutralizantes em seus soros. A resisténcia do Didelphis
marsupialis da América do Sul contra venenos crotalicos, especialmente do género Bothrops, de maior
importdncia médica no Brasil, tem sido objeto de investigagdo nos tltimos anos. Bothrops
erythromelas, conhecida como a jararaca-da-seca ou jararaca-malha-de-cascavel, é responsavel por
muitos acidentes no Nordeste do Brasil. O veneno desta serpente induz insuficiéncia renal aguda (Wen
et al., 1989). Neste trabalho, nos investigamos a agdo do fator antibotropico isolado do Didelphis
marsupialis nos efeitos renais do veneno de B. erythromelas na auséncia de interagdes sistémicas. Rins
isolados de ratos Wistar, pesando entre 260 a 300g, foram perfundidos com solucdo de Krebs-
Henseleit contendo 6g% de albumina bovina, veneno de Bothrops erythromelas (10pg/mL), fator
antibotropico de Didelphis marsupialis (10ug/mL), fator antibotropico de Didelphis marsupialis
(10pg/mL) incubado com veneno de Bothrops erythromelas (10ug/mL) e fator antibotropico de
Didelphis marsupialis (30pg/mL) incubado com veneno de Bothrops erythromelas (10ug/mL). Os
parametros estudados incluem pressdo de perfusdo (PP), resisténcia vascular renal (RVR), ritmo de
filtragdo glomerular (RFG), fluxo urinario (FU), percentual de transporte tubular de soédio, potassio e
cloreto (%TNa’, %TK" e %TCI) e clearance osmético (Cosm). O grupo controle perfundido com
albumina foi funcionalmente estavel durante os 120 min. A administracdo do fator antibotropico de
Didephis marsupialis (10pg/mL) ndo modificou os pardmetros funcionais renais quando comparado
ao grupo controle. A infusdo do veneno de B. erythromelas (10pug/mL) causou uma diminui¢io
significativa (p< 0,05%) na pressdo de perfusdo e na resisténcia vascular renal aos 60, 90 ¢ 120 min.
com efeito méximo aos 90 min.(PP= ctyy = 108,70 = 5,1 mmHg vs vBEy, = 65,20 £ 5,6* mmHg) e
(RVR= ctog= 5,76 + 0,65 mmHg/mL.g".min™". vs vBEg = 3,10 + 0,45* mmHg/mL.g".min™) O ritmo
de filtracdo glomerular diminuiu aos 60 min. € aumentou aos 90 e 120 min (ct50= 0,72 = 0,10 mL. g'l.
min”. vs VBE 5 = 1,24 + 0,26* mL.g'l.min'l). Apobs a administragdo do veneno, o fluxo urinario
aumentou aos 90 ¢ 120 min. quando comparado ao grupo controle (ct;2o= 0,14 + 0,07 mL.g".min™". vs
VvBE 5 = 0,47 £+ 0,08* mL.g".min™"). O percentual de sédio transportado diminuiu aos 90 e 120 min.
(ctop= 79,18 £ 0,88 % vs VBEg, = 58,35 £ 4,86* %). O percentual de potassio transportado diminuiu
aos 90 e 120 minutos (ctoy = 67,20 £ 4,04 % vs VBEg, = 57,32 £ 5,28* %). O percentual de cloreto
transportado diminuiu aos 60, 90 e 120 min. (ctyo = 77,32 £ 2,22 % vs VBEgy = 55,97 £ 5,52* %). O
clearance osmético (Cosm) aumentou aos 90 € 120 min. (ctj= 0,13 + 0,01 rnL.g'l.rnin'1 vs VBE |5 =
0,42 +0,07* mL.g".min™"). O fator antibotrépico de Didelphis marsupialis (10pg/mL) incubado com o
veneno de B. erythromelas (10pg/mL) bloqueou apenas os efeitos promovidos pelo veneno na pressio
de perfusdo e na resisténcia vascular renal, enquanto a concentragdo elevada do fator antibotropico de
Didelphis marsupialis (30pg/mL) reverteu os efeitos na resisténcia vascular renal, fluxo urinario,
ritmo de filtragio glomerular, percentual de transporte tubular de sodio, potéassio e cloreto (%TNa’,
%TK" e %TCI’) e clearance osmético.Concluimos que o veneno da B. erythromelas alterou todos os
parametros funcionais avaliados e o fator antibotropico de D.marsupialis foi capaz de inibir os efeitos
induzidos pelo veneno em rim isolado de rato.

Palavras-chaves: Bothrops erythromelas. Didelphis marsupialis. Fator antibotrépico.



ABSTRACT

Renal effect of Bothrops erythromelas venom and blockage induced by antibothropic
factor from Didelphis marsupialis. Fabiola Carine Monteiro de Sousa. Master Degree in
Pharmacology of the Depart. Of Physiology and Pharmacology Federal University of Ceara.
Guide: Dra. Helena Serra Azul Monteiro.

Some animals present natural resistance to the effects of snake venoms that can be explained by the
presence of neutralizing factors in their blood serum. The resistance of South American Didelphis
marsupialis, against crotalid venoms, especially of the genus Bothrops, of utmost medical importance
in Brazil, has been object of investigation in the last few years. Bothrops erythromelas, known as
“jararaca-da-seca” or “jararaca-malha-de-cascavel” is responsible for a great deal of snakebites in
Northeastern Brazil. The venom of this snake induces acute renal failure (Wen et al., 1989). In this
work, we examined the action of the antibothropic factor isolated from Didelphis marsupialis on the
renal effects of B. erythromelas venom in the absence of systemic interactions. Isolated kidneys from
Wistar rats, weighing 260 to 300g, were perfused with Krebs-Henseleit solution containing 6g% of
bovine serum albumin, Bothrops erythromelas venom (10pug/mL), antibothropic factor from Didelphis
marsupialis (10pg/mL), antibothropic factor from Didelphis marsupialis (10pug/mL) incubated with
Bothrops erythromelas venom (10pug/mL) and antibothropic factor from Didelphis marsupialis
(30ug/mL) incubated with Bothrops erythromelas venom (10ug/mL). The parameters studied included
perfusion pressure (PP), renal vascular resistance (RVR), glomerular filtration rate (GFR), urinary
flow (UF), percent sodium, potassium and chloride tubular transport (%TNa', %TK" and %TCI’), and
osmotic clearance (Cosm). The control group perfused with albumin was functionally stable for over
120 min. The administration of antibothropic factor from Didephis marsupialis (10pg/mL) did not
modify the functional kidney parameters when compared with control group. The infusion of B.
erythromelas venom (10pg/mL) caused a significant decrease (p< 0,05%) in perfusion pressure and
renal vascular resistance at 60, 90 and 120 min. with maximum effect at 90 min. (PP= ctyo= 108.70 *
5.1 mmHg vs VBEq, = 65.20 £ 5.6* mmHg) and (RVR=> ¢ty = 5.76 + 0.65 mmHg/mL.g" .min”". vs
vBEg = 3.10 + 0.45* mmHg/mL.g".min"). The glomerular filtration rate decreased at 60 min. and
increased at 90 and 120 min (ct;50=0.72 £ 0.10 mL.g'l.min'l. vs VBE 50 = 1.24 + 0.26* mL.g'l.min'l).
After administration of the venom, the urinary flow increased at 90 and 120 min when compared with
control group (ctyo = 0.14 £ 0.07 mL.g'l.min'l. vs VBE ) = 0.47 £ 0.08* mL.g'l.min'l). Sodium
transport percent decreased at 90 and 120 min. (ctyy = 79.18 + 0.88% vs vBEg = 58.35 + 4.86* %).
Potassium transport percent decreased at 90 and 120 min. (ctyy = 67.20 £ 4.04% vs VBEg = 57.32 £
5.28% %). Chloride transport percent decreased at 60, 90 and 120 min. (ctyo= 77.32 £ 2.22% vs VBEy
= 55.97 £ 5.52* %). The osmotic clearance increased at 90 and 120 min. (ctj = 0.13 + 0.01 mL.
g .min" vs VBE 5 = 0.42 + 0.07* mL.g".min™"). The antibothropic factor from Didelphis marsupialis
(10pg/mL) incubated with B. erythromelas venom (10ug/mL) blocked only the effects promoted by
venom in the perfusion pressure and in the renal vascular resistance, whereas the highest concentration
of the antibothropic factor from Didelphis marsupialis (30pg/mL) reversed the effects on renal
vascular resistance, urinary flow, glomerular filtration rate, percent sodium potassium and chloride
tubular transport (%TNa’, %TK" and %TCI’), and osmotic clearance (Cosm). In conclusion, B.
erythromelas venom altered all the renal functional parameters evaluated and the antibothropic factor
from D.marsupialis was able to inhibit the effects induced by the venom in rat isolated kidney.

Keywords: Bothrops erythromelas. Didelphis marsupialis. Antibothropic factor.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais sobre ofidismo

As serpentes sdo animais temidos pela maior parte da populagdo do planeta,
principalmente da metade ocidental, de cultura cristd. Esta caracteristica cultural esta
agregada a historia do Cristianismo onde ja em seu primeiro livro, a Génesis, deparamo-nos
com a serpente oferecendo o fruto proibido aos pioneiros, Adao e Eva levando-os a cometer o
pecado original e tendo como castigo o exilio do paraiso e a obrigagdo de trabalhar, procriar e
morrer. Por outro lado, na populacdo influenciada pela cultura budista, a serpente ¢é respeitada
como animal sagrado, sendo simbolo de prosperidade. (GOULART, 2002).

A verdade ¢ que estes animais sdo muito importantes para a cadeia ecologica
exercendo o papel de controladoras de pragas tais como ratos, insetos e até outras serpentes.
Além da carne e da pele, as serpentes nos fornecem o veneno do qual sdo extraidas proteinas
extremamente importantes, base de muitos medicamentos tais como colas cirurgicas,
medicamentos para o coragdo, anti-hipertensivos, anti-coagulantes, medicamentos para o
cancer, e muito mais. Basta dizer que ja foram identificadas mais de 400 proteinas diferentes
nos venenos das diversas serpentes venenosas. (GOULART, 2002).

Ferreira et al. (1970), fracionaram do veneno de Bothrops jararaca nove
peptideos biologicamente ativos. Este trabalho promoveu uma das maiores descobertas
brasileiras deste século, a presenca de fatores potenciadores de bradicinina no veneno de
Bothrops jararaca. Estes fatores inibem as enzimas proteoliticas que inativam a bradicinina e
catalisam a conversdo da angiotensina I em angiotensina II. Este mecanismo foi o principal
responsavel pelo aparecimento de farmacos inibidores da enzima de conversdo da
angiotensina (ECA) constituindo o mecanismo de agdo do Captopril, um dos farmacos mais
empregados atualmente no tratamento da hipertensao.

Segundo Jorge e Ribeiro (1990), os acidentes por animais pegonhentos
representam um grande problema de satde publica nos paises em desenvolvimento, dada a
incidéncia, a gravidade e as seqiielas que causam. (BARRAVIEIRA, 1991). Em paises
tropicais os acidentes representam problema significativo dada a freqiiéncia com que ocorrem
e pela morbi-mortalidade que ocasionam. (PINHO; PEREIRA, 2001). A Organizagdo
Mundial de Satde calcula que ocorram em nivel mundial aproximadamente 2.500.000

acidentes por serpentes pegconhentas por ano, com 125.000 mortes. (CHIPPAUX, 1998). A



maioria desses casos ocorrem na Asia, principalmente na India, Paquistdo e Birmania com
25.000 a 35.000 obitos por ano. (RIBEIRO et al., 1995).

Viérias sdo as caracteristicas que distinguem as serpentes peconhentas das nao
peconhentas. Desde 1986, o Ministério da Saude tornou obrigatdria a notificagdo do acidente
ofidico. A partir desta data a distingdo entre serpentes venenosas € ndo venenosas ganhou
maior importancia no Brasil. Sabe-se hoje que no mundo existem cerca de 3.000 espécies de
serpentes das quais 410 sdo classificadas como venenosas. (BARRAVIERA; PEREIRA,
1994). No Brasil, segundo dados do Ministério da Satde (MS), ocorrem entre 19.000 a 22.000
acidentes ofidicos por ano, com letalidade ao redor de 0,45%. A maioria destes acidentes se
deve a serpentes do género Bothrops e Crotalus. Os dados demonstram que o sexo masculino
¢ o0 mais acometido. A faixa etaria coincide com a idade onde a forca de trabalho no campo ¢
maior. (BRASIL-Ministério da Satde, 2001). Segundo Bochner e Struchiner (2002), a
epidemiologia dos acidentes ofidicos no Brasil se manteve inalterada nestes ultimos 100 anos.

A notificacao dos acidentes ofidicos no Ceard ¢ realizada pela Secretaria de Saude
do Estado (SESA), através da Comissdo Estadual de Controle de Zoonoses que recebe as
fichas das microregionais do estado.

No Cearda existem poucos trabalhos sobre ofidismo. Foram notificados a
Secretaria de Saude do Estado do Ceara, no periodo de 1992 a 1995, 688 acidentes causados
por serpentes pegonhentas (média anual de 172 casos), com coeficiente de incidéncia variando
entre 0,9 a 5,8 por 100.000 habitantes. Dentre 473 casos em que houve referéncia ao género
de serpente 88,3% foram por Bothrops, 10,6% por Crotalus, 0,8% por Micrurus e 0,2% por
Lachesis. O perfil clinico-epidemiologico dos acidentes ofidicos depende da distribui¢dao das
espécies dentro de cada regido, dos habitos destes animais e do grau de exposicdo das
populacdes humanas a estes agentes. (FEITOSA et al., 1997).

O aumento do nimero de casos coincide com o aumento da atividade do setor
agropecuario. Os meses de abril a setembro apresentaram maior incidéncia. Houve
predominancia de pacientes do sexo masculino (75,6%) e com idades de 10 a 49 anos
(72,3%). As regides anatdmicas mais freqiientemente picadas foram os membros inferiores
(81,9%) e superiores (14,7%). O atendimento na unidade de saude que notificou o acidente
ocorreu dentro de seis horas em 66,9% dos casos. A letalidade foi de 0,7%. Os acidentados
foram, sobretudo, agricultores (62,7%), a maioria dos casos ocorreu no proprio local de
trabalho. Os acidentes ofidicos no Estado do Ceard podem ser considerados acidentes de
trabalho, acometendo principalmente os trabalhadores rurais e constituindo causa de dbito.

(FEITOSA et al., 1997).



Nas regioes Sudeste e Sul observam-se um declinio dos acidentes de Maio a
Agosto, coincidindo com inverno, onde as serpentes se movimentam menos ¢ a atividade
agricola estd diminuida. No Nordeste observa-se um incremento de casos entre Mar¢o e
Setembro, coincidido com a época do plantio e colheita da safra agricola, com o declinio de
Outubro a Fevereiro. Portanto, as maiorias dos acidentes ocorrem nos meses quentes e
chuvosos (FEITOSA et al., 1997).

Segundo o Nucleo de Controle de Endemias Transmissiveis por Vetores, da
Secretaria de Satde do Estado do Ceard (SESA), as estatisticas dos ultimos cinco anos
mostram que houve aumento de acidentes provocados por animais pegonhentos. Em 1998,
foram registrados 344 casos; em 1999, 165; em 2000, 542; em 2001, 825; e em 2002, 1003.
Esse aumento ¢ resultado do trabalho de notificagdo que o Nucleo de Controle vem mantendo.
Nestes anos, ndo houve registro de 6bito. O maior nimero de acidentes registrados se deve ao
género Bothrops enquanto o género Crotalus responde pelo maior nimero de o6bitos. Os
acidentes envolvendo o género Micrurus sdo raros, ocorrendo em menos de 0,5% dos casos. O
género Lachesis ¢ predominantemente encontrado no Maci¢o de Baturité sendo responséavel
pelos acidentes ocorridos nesta 4area. Algumas espécies ja foram encontradas em
Guaramiranga e Pacoti. (CEARA — Secretaria de Satide do Estado, 2003).

A identificagdo das serpentes ocorre de acordo com suas caracteristicas de
denticdo, presenca ou nao de fosseta loreal e particularidades da cauda, corpo, olhos e de sua
biologia. (BARRAVIERA, 1991).

Quanto a dentigdo as serpentes podem ser divididas em aglifas, opistoglifas,
proterdglifas e solendglifas, sendo as duas ultimas pegonhentas. (TANUS; RIBEIRO, 1990),
figura 01.

Os ofidios de dentigdo aglifa tém dentes aproximadamente do mesmo tamanho e
ndo possuem canais ou sulcos. Temos como exemplo as serpentes da familia Boidae. As
espécies que apresentam denticdo opistoglifa possuem dentes anteriores de tamanhos
aproximadamente iguais e dentes posteriores de tamanhos diferenciados. Os dentes do
maxilar superior posterior s3o maiores que os demais e sdo providos de sulcos por onde o
veneno escorre € penetra no ferimento. Em virtude de sua localizagdo torna-se dificil a
inoculagdo do veneno em um animal que ndo pode ser deglutido, como exemplo teriamos
algumas serpentes da familia Colubridae. (JORGE; RIBEIRO, 1990). Tanto a classificagao
aglifa como a opistoglifa sdo caracteristicas de serpentes ndo pegonhentas, porém existem

algumas excegoes.



As serpentes peconhentas apresentam dois tipos de denticdo. Os ofidios com
denticdo proteroglifa t€ém presas anteriores, sendo estas pequenas, fixas e sulcadas. A familia
Elapidae ¢ um exemplo deste tipo de denti¢do. As serpentes classificadas com denti¢do tipo
solendglifa apresentam um ou mais pares de presas anteriores, grandes, canaliculadas e
inseridas no osso maxilar que ¢ mével, permitindo a movimentagado dessa presa para frente no

ato do bote. O género Bothrops ¢ exemplo deste tipo de dentigdo. (PUORTO, 1992).

AGLTFAS OP ISTOGL IFAS

FOSSETA LONEAL

PROTEROGLIFAS SOLENOGLIFAS

FIGURA 01 — Tipos de denti¢ao encontradas nas serpentes
Fonte: Schvartsman, 1992.

A maioria das serpentes peconhentas no Brasil apresenta fosseta loreal, com
excegdo para o género Micrurus. A fosseta loreal ¢ caracterizada por um orificio entre a
narina e o olho, uma de cada lado e tem fung¢ao termosensitiva (figura 01).

Caracteristicas da cauda também podem ajudar na identifica¢do, principalmente
dentre os géneros da subfamilia Crotalinae. O género Crotalus apresenta guizo ou chocalho
caracteristico das cascavéis. Na cauda do género Lachesis (surucucu) encontramos escamas
ericadas na porcao final. Dentre os trés géneros desta familia, o género Bothrops é o unico
que ndo tem caracteristica marcante na cauda. (ROMANO-HOGE, 1990).

As serpentes venenosas tendem a ter o corpo de espessura grossa € ndo muito
alongado, cabeca geralmente triangular e habitos noturnos. Quando ameacadas montam
posicdo de defesa e ndo fogem. Tém deslocamento lento. Os olhos sdo pequenos e a pupila

fendida.



As n3o venenosas tém o corpo fino e longo, com a cabeca geralmente
arredondada. Na sua maioria apresentam habitos diurnos e normalmente fogem quando
molestadas, demonstrando grande agilidade. Dentre as de habito diurno as pupilas sdo
redondas enquanto as de hébito noturno apresentam pupilas fendidas. (BARRAVIERA,
1993).

As figuras 02 e 03 mostram as caracteristicas que distinguem as serpentes

peconhentas das ndo peconhentas.
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Coral)

FIGURA 02 — Diferengas entre serpentes do género Micrurus (corais
verdadeiras) e serpentes ndo venenosas (falsas corais).

Fonte: CEATOX/IJF- Ce, 2002

GENERO CABECA CAUDA PECONHA
FOSSETA LOREAL COM ESCAMAS REGULARES
Bothrops i - -
(Jararaca) N o Tl Lo rE S
- ARt s L
FOSSETA LOREAL XTREMIDADE DA CAUDA COM
Lachesis ESCAMAS ER SIM
(Surucucu) ;
FOSSETA LOREAL CAUDA COM CHOCALHO
Crotalus
(Cascavel) SIM
Outras |SEM FOSSETA LOREAL SEM CARACTERISTICAS
espécies ESPECIFICAS )
(Salamanta NAO
etc.)

FIGURA 03 - Diferengas entre serpentes dos géneros Bothrops, Lachesis e
Crotalus e serpentes nao venenosas.

Fonte: CEATOX/IJF- Ce, 2002.



Muitas excecdes sdo encontradas no tocante as caracteristicas do corpo, cabega e

olhos, quando tentamos distinguir as serpentes venenosas das ndo venenosas. Somente a

classificagdo da denti¢do assegura uma melhor identificagdo.

caracteristicas pode ser visto no quadro O1.

Um resumo destas

Caracteristicas Venenosas Nao Venenosas
Familia Crotalidae Familia Elapidae
triangular arredondada arredondada
beca
olhos pequenos — pupila em pequenos — pupila redondos — diurnas

fenda arredondada noturnas — fenda
fosseta loreal presente ausente ausente
escamas na presente ausente geralmente ausentes
cabeca
dentes dentes inoculadores de | dentes inoculadores de dentes médios ou
veneno sdo grandes € | veneno sdo pequenos € | pequenos, mais ou
implantados no 0sso situados no maxilar menos iguais
maxilar superior, superior, mais para o
situados na parte interior da boca
anterior
cauda guizo — cascavéis em situacao de perigo cauda mais roliga e
sem guizo — jararaca utilizam a cauda para longa nos machos e
pequenas escamas dar a impressao de que | mais estreita e curta
arrepiadas no final da se trata da cabecga nas fémeas
cauda - surucucu
reconhecimento relativamente facil pela | dificil e perigoso por geralmente fécil
presenca da fosseta necessidade do exame desde que nao se
loreal dos dentes assemelhem as corais
biologia habitos noturnos. Postam-se em posicao de defesa diurnas. Fogem
quando molestadas. Sdo vagarosas. quando molestadas e
sdo ageis
Corpo tende a ser grosso e nao muito longo fino e longo
pele aspera lisa

QUADRO 01 - Distingao das serpentes brasileiras de acordo com a denti¢do, presenca da
fosseta loreal e particularidades da cauda, corpo e biologia.

Fonte: Barraviera, 1991.




Em nosso pais duas familias de serpentes despertam interesse em saude publica, a
Viperidae e a Elapidae, as quais sdo representadas pelos géneros Bothrops, Crotalus, Lachesis
e Micrurus. Os géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis pertencem a familia Viperidae,
enquanto o género Micrurus pertence a familia Elapidae. Varias espécies pertencem ao
género Bothrops e ao género Micrurus, enquanto que apenas uma faz parte do género
Crotalus (Crotalus durissus) ¢ uma do género Lachesis (Lachesis muta). (JORGE; RIBEIRO,
1990; BARRAVIERA, 1993;).

A maioria dos acidentes ofidicos sdo causados por serpentes do género Bothrops.
As mais importantes espécies encontradas no Brasil sdo B. jararaca, B. jararacussu, B.
alternatus, B. neuwieddi, B. cotiara, B. pradoi, B. pirajai, B. moojeni, B. atroz, B. bilineatus e
B. erythromelas. Elas habitam preferencialmente ambientes tmidos e possuem ampla
distribuicdo geografica no territorio nacional sendo responsaveis por 80 a 90% dos acidentes.
(BARRAVIERA, 1993).

As serpentes do género Crotalus, conhecidas popularmente por cascavéis,
encontram-se distribuidas no territorio brasileiro em seis sub-espécies, Crotalus durissus
cascavella, Crotalus durissus terrificus, Crotalus durissus collilineatus, Crotalus durissus
ruruima, Crotalus durissus marajoensis e Crotalus durissus trigonicus. (AZEVEDO-
MARQUES, 1990; BARRAVIERA, 1990; JORGE; RIBEIRO, 1992). Sao responsaveis por 8
a 10% dos acidentes em nosso pais. Apesar da baixa freqiiéncia, os acidentes crotalicos tém
toxicidade bastante elevada, com mortalidade elevada chegando a 72% nos casos nao tratados
com soro anticrotalico e 11% nos casos tratados. (BARRAVIERA, 1993).

As serpentes do género Lachesis, conhecidas como surucucu, encontram-se
distribuidas nas florestas tropicais, dentre elas, a Floresta Amazonica e a zona da Mata
Atlantica. As serpentes que representam esse género fazem parte de uma unica espécie, com
duas sub-espécies, a Lachesis muta muta e Lachesis muta noctivaga. Os acidentes relatados
sdo raros, constituindo 1% do total de acidentes por serpentes pe¢onhentas no Brasil.

As serpentes do género Micrurus, conhecidas como corais verdadeiras,
encontram-se amplamente distribuidas no Brasil e as espécies pertencentes a esse género sao
M. corallinus, M. frontalis, M. lemniscatus, M. ibiboboca, M. surinamensis, M. spixii sendo
responsaveis por 0,5% dos acidentes. Apesar da baixa incidéncia, os acidentes elapidicos sdo

geralmente fatais. (SOERENSEN, 1990).



1.2 Distribuicao e caracteristicas das serpentes do género Bothrops

O Género Bothrops pertence a familia Crotalidae constituindo o mais numeroso
género, com 32 espécies catalogadas, apresentando grande variedade de cores (variando do
verde ao negro), desenhos, tamanhos e héabitos. Ocorrem na América Central ¢ América do
Sul, ocupando todo territorio brasileiro. Em virtude do niimero de espécies hd grande
dificuldade na sua identificagdo por nome popular em todo o territério nacional. Alguns
nomes mais conhecidos sdo jararaca, jararacugu, jararaca pintada, urutu e cotiara (PUORTO,
1992). Habitam preferencialmente ambientes umidos, como matas e areas cultivadas, podendo
ser encontradas penduradas em arvores, enterradas ou entocadas a beira de rios ou dentro
d’agua, além de zonas rurais, locais de proliferacdo de ratos e periferia de grandes cidades.
Apresentam tamanhos que variam de 40 centimetros a 2 metros de comprimento. Tém habitos

noturnos e sdo consideradas as serpentes mais agressivas do pais. (FRANCA; FAN, 1992).

Algumas descrigdes das principais espécies do género Bothrops existentes no
Brasil. (CAMPBELL; LAMAR, 1989; ANIMALIS peconhentos: serpentes Bothrops, 2003;):

> Bothrops alcatraz — recentemente descoberta, presente na ilha de Alcatraz,
litoral norte do estado de Sao Paulo chamada de Jararaca de Alcatrazes. A espécie foi batizada

como Bothrops alcatraz (LIMA, 2001).

» Bothrops alternatus - conhecida como Urutu-Cruzeiro ou simplesmente Urutu.
Apresenta desenhos em forma de gancho de telefone, medindo cerca de 1 metro de
comprimento. E agil, violenta, dar o bote meio de lado, do tipo chicote, extremamente voraz.
E encontrada em vegetacdo rasteira, perto de rios e lagos ou em plantagdes. Aparece a partir

do Estado de Minas Gerais para o Sul do pais.

» Bothrops atrox - chamada de Jararaca, Surucucu, Surucucurana, Camboia,
conforme a area da Regido Norte em que aparece (sendo mais conhecida por Jararaca do
Norte). Possui porte médio sendo que os individuos grandes podem alcancar quase 1,50
metros de comprimento. Apresenta atividade noturna, mas também ¢ ativa durante o dia. Com
ampla distribuicdo geografica e predominio progressivo, habita tanto as florestas como areas
desmatadas, locais inundados, areas com atividades agropastoris, adaptando-se facilmente. E
a maior responsavel pelos acidentes ofidicos no Norte do Brasil sendo a espécie responsavel

pela maioria dos acidentes na Amazonia.



» Bothrops bilineatus - Tem cor verde clara e é arboricola. Conhecida por
Jararaca-verde, ¢ muito confundida com a cobra-papagaio (Corallus caninus), que também ¢

arboricola, porém ndo venenosa. Encontrada na Zona da Mata e na Amazonia.

» Bothrops brazilis — conhecida como jararaca vermelha e surucucu vermelha,

pode ser encontrada no Amazonas, Amapa, Para e Mato Grosso.

» Bothrops castelnaudi — possui o nome popular de Jararaca-cinza sendo

encontrada no Amapa, Goias e Mato Grosso.

» Bothrops cotiara - conhecida como Jararaca, Jararaca-da-barriga-preta e

cotiara. E encontrada do sul do Estado de Sdo Paulo até o Rio Grande do Sul.

» Bothrops erythromelas - conhecida por Jararaca-da-seca por habitar areas
xerdfilas como a caatinga. Encontrada no Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Maranhao, Bahia e Minas Gerais. Apresenta porte pequeno,
aproximadamente 0,50 metros de comprimento. Sua coloracdo vai do marrom avermelhado
até o cinza, com manchas dorsais irregulares, lembrando trapézios. Possui faixa postucular,

ventre ligeiramente manchado em tons escuros, objeto do estudo em questao.

» Bothrops fonsecai — popularmente chamada de jararaca, aparece nos estados de

Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais.

» Bothrops igleasi — conhecida como jararaquinha, existe apenas no estado do

Piaui.

» Bothrops insularis — chamada de jararaca ilhoa, é encontrada somente na Ilha

de Queimada Grande no estado de Sdo Paulo.

> Bothrops itapetiningae — conhecida como cotiarinha, boipeva, jararaca-do-
campo e pequena cotiara, encontrada nos estados de Sao Paulo, Parand, Minas Gerais, Goids,

Mato Grosso do Sul e Santa Catarina.

> Bothrops jararaca — conhecida popularmente por Jararaca, é a responsavel
pelo maior nimero de acidentes ofidicos por ser a mais abundante, por viver no campo e nos
lugares comuns a0 homem. Apresenta coloragdo esverdeada com desenhos semelhantes a um

“V” invertido, medindo aproximadamente 1 metro de comprimento. Aparece em todo



territorio nacional principalmente na Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao

Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

» Bothrops jararacussu - conhecida popularmente por Jararacugu que significa
"jararaca-grande". Encontrada nas regides baixas e alagadigas, margens de rios e lagoas,
podendo alcangar tamanho avantajado. E capaz de secretar até 4 mililitros de veneno, o que
corresponde aproximadamente a | grama de veneno seco. Constitui enorme perigo para
pescadores, cagadores e para os gados bovino e eqiiino. E uma espécie freqiiente no litoral,
sendo encontrada no Espirito Santo, Bahia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Minas Gerais,
Mato Grosso, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Grantsau (1991), descreveu dois padrdes
de cores para esta espécie, uma preta com amarela (fémea) e outra marrom com manchas

triangulares de marrom mais escuro (macho).

» Bothrops leucrurus — conhecida como jararaca, existindo somente no estado da

Babhia.

» Bothrops marajoensis — conhecida como jararaca, encontrada nos estados do

Amapa, Para e Ilha de Marajo.

» Bothrops microphthalmus — chamada de jararaca, encontrada na regido da

Amazonia.

» Bothrops moojeni - ¢ chamada de Caigaca ou Jararacdo. Possui porte médio
sendo que alguns individuos podem ultrapassar 1,50 metros de comprimento. Tem pele de cor
caracteristica marrom, a combinagdo de cores e desenhos empresta a pele um aspecto
aveludado. Extremamente perigosa, rdpida, valente, d4 uma sucessdo de botes, projetando
praticamente todo o corpo, o que dificulta sua captura com lago ou gancho. Habita as regides
mais quentes e secas, tendo por distribui¢do geografica os Estados do Parand, Sao Paulo,
Mato Grosso, Minas Gerais, Piaui, Maranhdo, Tocantins, Goias, Mato Grosso do Sul e

Distrito Federal.



» Bothrops neuwiedi - conhecida como Jararaca-pintada e Jararaca-de-rabo
branco. Sdo 12 as subespécies encontradas no Brasil. Amplamente distribuida pelo territorio
nacional (com excecdo da AmazoOnia), habita principalmente as regides secas, sendo
considerada espécie das mais perigosas. E encontrada em Ronddnia, Maranhdo, Piaui, Ceara,

Goias, Mato Grosso ¢ em todos os estados do Sul com excecao de Santa Catarina.

» Bothrops pradoi - popularmente chamada de Jararaca do Estado do Espirito
Santo ou Bahia, sendo encontrada predominantemente em determinadas regides desses

estados.

» Bothrops pirajai - de tamanho avantajado para o género, podendo competir em

tamanho com Bothrops jararacussu. E encontrada no Sul da Bahia e em Minas Gerais.

FIGURA 04 - Bothrops erythromelas



1.3 Composigao dos venenos ofidicos

O veneno das serpentes pegonhentas ¢ composto de varias substincias, cuja
propor¢ao e caracteristicas especificas variam entre as diferentes espécies conhecidas.
(BARRAVIERA, 1994).

A maioria dos componentes toxicos e biologicamente ativos dos venenos ofidicos
¢ de natureza protéica, embora possam também apresentar componentes organicos nao
protéicos como aminoacidos livres e pequenos peptideos; carboidratos (glicoproteinas);
lipidios, principalmente fosfolipidios; e aminas biogénicas. (VARANDA; GIANNINI, 1994).
As proteinas sdo responsaveis por quase a totalidade dos efeitos bioldgicos encontrados e
constituem entre 90 e 95% do peso seco dos venenos ofidicos. (BON, 1997).

Os venenos ofidicos contém substancias inorganicas como sodio, calcio, potassio,
magnésio, fosforo e pequenas quantidades de metais como zinco, ferro, cobre, cobalto e
manganés que constituem a parte ndo protéica. (FRIEDERICH; TU, 1971).

A PLA2 catalisa a hidrélise de um éster graxo ligado a diacil fosfatideo, formando
lisofosfatideo e liberando 4cidos graxos saturados e insaturados. (RUSSEL; DART, 1991). A
hidrélise ocorre nas ligagdes 2-acilas das fosfatidicolinas e das fosfatidiletanolaminas
liberando acidos graxos e formando lisolectinas, uma espécie de lisofosfolipidios, que alteram
a permeabilidade das membranas celulares, promovendo hemolise indireta. (HAVT, 1999).
Porém, para que isto ocorra, € necessaria a presencga de substratos como lipoproteinas séricas.
(VITAL BRAZIL, 1982).

Eritrdcitos sdo resistentes ao efeito litico direto das PLA2 miotéxicas de uma
variedade de venenos crotalicos. (FLETCHER et al., 1997; GUTIERREZ et al., 1997;). Diaz
et al. (2001), demonstraram a ocorréncia de hemolise direta. Foi sugerida a existéncia de dois
diferentes tipos de sitios de ligagdo para as PLA2 miotdxicas em membranas, conforme
proposto por Bon (1997) e Lomont et al. (1999). Muitas células apresentam dominios
constituidos de fosfolipidios carregados negativamente, especialmente L-a-Fosfatidil-L-serina
(PS), na superficie de suas membranas.Esses dominios negativos constituem sitios aceptores
de baixa afinidade para miotoxinas. Eritrocitos apresentam em sua superficie um contetido
baixo de fosfolipidios carregados negativamente. Quando enriquecidos com fosfolipidios
carregados negativamente, estas células passaram a apresentar elevada afinidade para PLA2
em suas membranas o que pode explicar a elevada susceptibilidade a miotoxinas botropicas.

Além da acdo hemolitica, a PLA2 pode induzir varios efeitos incluindo

neurotoxicidade pré e/ou pds-sindptica, miotoxicidade, cardiotoxicidade, iniciagcdo ou inibi¢ao



da agregagdo plaquetaria, acdo anticoagulante, convulsivante, hipotensiva e edematogénica,
embora nem todas as PLA2 exibam tais atividades farmacologicas. A fosfolipase de diversos
venenos, mesmo quando administrada na mesma dose, pode induzir a diferentes efeitos
farmacoldgicos. (KINI; EVANS, 1989; SOARES et al., 1998).

A atividade proteolitica tem sido relacionada a enzimas identificadas como serino
ou metaloproteinases. Elas sdo responsaveis por intensas reacdes locais como edema
hemorrdgico e necrose; acdo hemorragica promovida pelas hemorraginas ou fatores
hemorragicos; acdo coagulante e formagao de bradicinina. IWANAGA; SUZUKI, 1979).

As metaloproteinases sdo proteinas com atividade proteolitica que contém célcio e
zinco em suas moléculas, sendo responsaveis pela hemorragia no envenenamento botropico.
(VARANDA; GIANINNI, 1994).

As enzimas isoladas do veneno, que possuem atividade tipo "trombina-simile" ou
trombina (serinoproteinase), apresentam a capacidade de atuar sobre a molécula de
fibrinogénio encontrada no sangue humano, transformando-a diretamente em fibrina.
(KAMIGUTI et al., 1988). Essas enzimas liberam preferencialmente o fibrinopeptideo A ou
B, enquanto a trombina sérica libera ambos. Isso caracteriza a formagdo de um complexo de
fibrina facilmente degradada por plasmina, gerando, assim, um quadro de incoagulabilidade
sanguinea por consumo de fibrinogénio e diminuicdo do tempo de coagulacao. (RUSSEL,
1983; HAVT et al.,1999). Esta enzima encontra-se presente nos venenos das serpentes
crotalicas e botropicas. No Brasil, os estudos tém sido realizados principalmente com os
venenos da B. jararacussu (HOMSI-BRANDERBURGO et al., 1988; HAVT et al., 2001), B.
jararaca (TANIZAKI et al. 1989), C. d. terrificus (RAW, 1986) e C. d. cascavella (MARTINS
et al., 2002).

Ativadores de protrombina tém sido isolados de venenos de uma ampla variedade
de espécies de serpentes, particularmente aquelas pertencentes a familia Viperidae. Existem,
entretanto, grandes diferencas entre os mecanismos os quais os componentes de venenos
ativam protrombina. (ROSING; TANS, 1991; YAMADA; MORITA, 1997). De acordo com
as diferencas estruturais e funcionais os ativadores de protrombina podem ser classificados
em quatro grupos. (ROSING; TANS, 1992). KINI et al. (2001), propuseram uma nova
classificagao em grupos A, B, C e D.

Grupo A incluem metaloproteinases que eficientemente ativam protrombina sem
requerer nenhum cofator, como Ca2+, fosfolipidios ou Fator Va (Fator V ativado), por
exemplo, ativadores de Echis carinatus, (KORNALIK; BLOMBACK, 1975), Bothrops atrox
(HOFMANN; BON, 1987) e Bothrops neuwiedi (GOVERS-RIEMSLAG et al., 1987).



Grupo B contém metaloproteinases Ca2+ dependente como carinactivase-1 de E.
carinatus leukogaster (YAMADA et al.,1996) e multiactivase de E. multisquamatus
(YAMADA; MORITA, 1997). Este grupo requer concentragcdes milimolares de Ca2+ e nao
possuem atividade na auséncia deste ion.

Grupo C sdo serinoproteases que requerem apenas Ca2+ e fosfolipidios
carregados negativamente, mas nenhum Fator Va para atividade maxima. Tem sido purificado
e caracterizado de venenos de Oxyuranus scutellatus (OWEN; JACKSON, 1973; WALKER,
OWEN; ESMON, 1980) e Pseudonaja textiles (MASCI; WHITAKER; JERSEY, 1988).

Grupo D sdo serinoproteases encontradas nos venenos elapidicos na Australia e
suas atividades sdo altamente estimuladas por Ca2+, Fator Va e fosfolipidios (JOBIN;
ESNOUF, 1966; MARSHALL; HERMANN, 1983).

Além da variada gama de fatores presentes no proprio veneno, um grande numero
de substancias farmacologicamente ativas sdo liberadas no envenenamento. Dentre elas,
podemos citar histamina, bradicinina, 5-hidroxitriptamina, lisofosfatidios, prostaglandinas,
catecolaminas e anafilatoxinas entre outras. (VITAL BRAZIL, 1982).

Venenos ofidicos contém toxinas especificas, que constituem a parte protéica nao
enzimatica, as quais afetam intensamente processos vitais como a fun¢do de nervos e
musculos, a acdo cardiaca, o sangue ¢ a permeabilidade das membranas. (KARLSON, 1979).

Neurotoxinas sdo as toxinas mais amplamente estudadas e também os
constituintes mais toéxicos dos venenos ofidicos. Sdo divididas, de acordo com o sitio de
atuacdo, em pds-sinapticas e pré-sindpticas.

As pos-sindpticas mimetizam a acdo do curare, ligando-se aos receptores
colinérgicos sem provocar despolarizacdo, inibindo a transmissdo neuromuscular. Ocorrem
nas serpentes da familia Elapidae. (VITAL BRAZIL, 1980). As toxinas pré-sindpticas agem
possivelmente inibindo o influxo de calcio, evitando assim a liberagdo de acetilcolina. Tém
letalidade maior que as toxinas pos-sinapticas, sao estruturalmente relacionadas a fosfolipase
A2 e podem agir como toxinas mionecréticas. Foram encontradas também em serpentes da
subfamilia Crotalinae. (HAWGOOD; SANTANA DE SA, 1979).

As cardiotoxinas sdo denominagdes usadas para toxinas de membrana que causam
a despolarizagdo persistente das membranas celulares, excitaveis ou ndo, acarretando
disturbios celulares como hemodlise e citotoxicidade. SO tém sido isoladas de venenos
elapidicos, e sdo responsabilizadas, em asssociacdo com fosfolipases, pelas lesdes locais

como edema e necrose, nos acidentes com Najas. (REID, 1964; VITAL BRAZIL, 1982).



1.4 Alterac6es clinicas e patoldgicas

A maioria dos venenos exerce provavelmente seus efeitos sobre quase todas as
células ou tecidos e suas propriedades farmacologicas sdo determinadas por muitos
componentes biologicamente ativos. A acdo do veneno ou de seus componentes no organismo
¢ dependente de um numero de varidveis, incluindo taxas de administragdo, absorcao,
distribuicdo, acumulacdo e ag¢do no sitio receptor, metabolismo e excre¢do. (RUSSELL;
DART, 1991).

As acdes fisiopatologicas causadas pelos venenos de serpentes do género
Bothrops sdo proteolitica, coagulante, hemorragica, miotoxica, neurotoxica e nefrotdxica.
(JORGE; RIBEIRO, 1990). Foram descritas atividade anticoagulante da Bothrops castelnaudi
e Bothrops erythromelas (NAHAS et al., 1979), atividade sobre as plaquetas da Bothrops
atrox (NIEWIAROWSKI et al., 1977) e atividade hemolitica “in vitro” (ROSENFELD et al.,
1960/62).

Segundo Cupo et al. (1988), a atividade proteolitica do veneno decorre da
atividade de multiplos componentes com agdes diversas tais como a liberagdo de mediadores
quimicos que sao basicamente os responsaveis pelas lesdes no local da picada, como edema
inflamatorio, bolhas e necrose. Enzimas proteotiticas como proteases, fosfolipases e
hialuronidases promovem a liberagdo de substancias farmacologicamente ativas (bradicinina,
serotonina e histamina), que atuam no efeito hipotensor. Estimulam ainda a liberagdo dos
mediadores inflamatérios, como prostaglandinas, leucotrienos e fator de agregacao
plaquetaria — PAF. (FRANCA; FAN, 1992).

A acdo coagulante ¢ responsavel por um consumo de fatores de coagulacao,
principalmente do fibrinogénio, causando um quadro de incoagulabilidade sanguinea.
(RIBEIRO; JORGE, 1988). Essa acao coagulante pode ocorrer por ativagao de protrombina e
do fator X, ambos ocorrendo na presenga de fosfolipidio e cdlcio, e atividade sobre o
fibrinogénio conhecido como efeito trombina-like, descrito na se¢do anterior. (JORGE;
RIBEIRO, 1990).

Nabhas et al. (1979), ao estudarem vinte e seis venenos botropicos demonstraram
que a acdo coagulante do veneno de B. erythromelas era devido a ativadores de protrombina e
Fator X levando a producdo normal de trombina. A auséncia de atividade trombina-like no
veneno era devido ao efeito fibrinogenolitico.

A hemorragia no envenenamento botropico ¢ atribuida a componentes especificos

chamados hemorraginas. Sao proteinas com atividade proteolitica que contém célcio e zinco



em suas moléculas, denominadas de metaloproteinases. (VARANDA; GIANINNI, 1994).
Ohsaka (1979), atribuiu a atividade das hemorraginas uma ac¢do sobre a membrana basal do
endotélio vascular decorrente de um aumento da permeabilidade inicial, seguida da perda da
funcdo entre as células, resultando na ruptura da integridade vascular.

As metaloproteinases do veneno atuam diretamente sobre as estruturas dos vasos
sangiiineos, provocando extravasamento de sangue (RUIZ DE TORRENT et al., 1999), sendo
provavel que neste efeito também participem enzimas com atividade proteolitica que em
conjunto atuam sobre a lamina basal, destruindo a matriz extracelular, cercando as células
endoteliais dos capilares ¢ degradando in vitro fibronectina, laminina, colageno e elastina
(OWNBY et al., 1978; SERRANO et al., 1993).

Uma enzima ativadora de protrombina purificada e caracterizada como uma
proteina de cadeia simples de 78 kDa denominada beritractivase foi isolada recentemente do
veneno de Bothrops erythromelas. Esta enzima compreende cerca de 5% do veneno bruto e
possui propriedades funcionais e estruturais semelhantes aos ativadores de protrombina do
Grupo A, com atividade enzimatica tipica de uma metaloproteinase. Beritractivase ¢ capaz de
desencadear respostas proinflamatéria endotelial e procoagulante. Contém metaloproteinases,
desintegrina-like e dominios ricos em cisteina, entretanto ndo possui nenhuma atividade
hemorragica. (SILVA et al., 2003).

A ac¢do mionecroética se deve as miotoxinas de estrutura fosfolipasica (destituida
ou ndo de atividade enzimatica), que levam a transtornos vasculares e hemostaticos, podendo
causar um processo tissular isquémico levando a uma amputacdo de membro ou lesdo
musculo tendinosa permanente. (ROODT et al., 2000).

Comparando as seqiiéncias de miotoxinas e fosfolipases isoladas de venenos de
serpentes, Kini e Iwanaga (1986), sugeriram que o sitio catidénico associado com a regido
hidrofobica ¢ responsavel pela miotoxicidade, sendo independente da atividade fosfolipasica,
sugerindo que esta atividade ndo ¢ essencial para o efeito farmacoldgico. Gutiérrez et al.
(1989), afirmaram que o “sitio miot6xico” nessas toxinas pode ser responsavel pela ligagdo e
penetragdo a membrana plasmatica do musculo esquelético possivelmente por interagdes
hidrofébicas, enquanto o sitio catidénico pode ligar fosfolipidios 4acidos ou proteinas acidas do
reticulo sarcoplasmatico. Isto resulta na desorganizagdo da bicamada lipidica resultando no
influxo de célcio para a célula através dos canais de calcio alterando de forma generalizada a

membrana plasmatica, sendo o provavel mecanismo para as lesdes causadas por estas toxinas.



Moura-da-Silva et al. (1991), demonstraram que o veneno de Bothrops
erythromelas tem baixa capacidade de ligagdo ao tecido muscular o qual € consistente com a
baixa miotoxidade do veneno.

Dentre as inimeras atividades exercidas pelos componentes protéicos, destacamos
a acdo enzimdtica e a presenca de toxinas protéicas especificas, sendo a maioria delas
hidrolases. Algumas sdo encontradas em todas as espécies, como a fosfolipase A2. (HAVT,
1999).

A fosfolipase A2 (PLA2) ¢ encontrada em venenos de mais de 20 espécies de
serpentes e parece estar amplamente distribuida em todos os venenos de elapideos e
viperideos, sendo amplamente encontrada nos venenos botropicos. As serpentes Bothrops
jararacussu e Bothrops atrox apresentam alta atividade fosfolipasica (VIDAL; STOPPANI,
1971; VIDAL et al., 1972) quando comparada com a Bothrops erythromelas a qual possui
consideravel atividade de fosfolipase A2 (FLORES et al., 1993). Contudo, ja foram isoladas
fosfolipases A2 dos venenos de Bothrops neuwiedi (VIDAL; STOPPANI, 1971), Bothrops
asper (GUTIERREZ et al., 1984), Bothrops alternatus (NISENBOM et al., 1986) e Bothrops
moojeni (REICHL et al., 1989).

Além da acdo hemolitica, enzimas com atividade de fosfolipase A2 também
apresentam agdes neurotoxicas pré-sinapticas e miotdxicas, dando origem a necrose e
mioglobintria. (FOHLMAN; EAKER, 1977). As PLA2, de veneno de serpentes sdo capazes
de induzir efeitos biologicos severos como cardiotoxicidade, inibicdo da agregacdo
plaquetaria, edema, anticoagulacdo, convulsdo e hipotensdo. (KINI; IWANAGA, 1986;
SOARES et al., 1998).

A atividade fosfolipasica pode produzir prostaglandinas vasodilatadoras renais,
PGEI1, PGE2, PGA1, PGA2, PGH2, PGI2, PGG2, responsaveis pelo aumento do fluxo
sangiliineo e conseqiiente diurese, natriurese e caliurese ou produz PGF2a cuja agdo ¢
vasoconstritora. Além das prostaglandinas, a PLA2, através da ciclooxigenase, pode ativar o
tromboxano A2 que também possui a¢do vasoconstritora, promovendo redugdo do fluxo
sangiiineo renal e da taxa de filtracdo glomerular. (BYDLOWSKI, 2000).

Bothrops erythromelas, comumente conhecida como ‘“jararaca da seca” ou
“jararaca malha-de-cascavel”, ¢ responsdvel por muitos acidentes no Nordeste do Brasil.
(WEN et al., 1989; ROMANO-HOGE, 1990). O veneno ¢ destituido de atividade trombina-
like (NAHAS et al., 1979; MARUYAMA et al., 1992), porém exibe poderosa agdo
procoagulante nos fatores X e II (NAHAS et al., 1979; VASCONCELOQOS, 1996). Pacientes

com envenenamento sist€émico podem desenvolver coagulagdo intravascular disseminada



seguida por incoagulabilidade sangiiinea devido ao consumo de fatores coagulantes
(MARUYAMA et al., 1992). O veneno também possui consideravel atividade hemorragica
(MARUYAMA et al., 1992; VASCONCELOS, 1996), fibrinolitica, proteolitica (FURTADO
et al., 1991; SANCHEZ et al., 1992), e fosfolipase A2 (FLORES et al., 1993), induz edema e
necrose (SANCHEZ et al., 1992; VASCONCELOS, 1996) ¢ inibe agregacdo plaquetaria
(ZAPPELLINI; PRADO-FRANCESCHI, 1990). A atividade miotoxica direta do veneno ¢
baixa (MOURA-DA-SILVA et al., 1991) sugerindo que a fosfolipase abrange outros alvos
bioldgicos. Recentes estudos em caes mostraram que o veneno induz mudangas hemostaticas
envolvendo hipercoagulabilidade sangiliinea seguida por incoagulabilidade sangiiinea
(VASCONCELOQOS, 1996) e intensa hemorragia nos pulmdes, rins e figado. (VALENCA et
al., 1996).

O quadro clinico causado pelo acidente botropico se caracteriza por uma
sintomatologia local, alteragdes no tempo de coagulagdo, hemorragias sistémicas e
complicagdes locais e/ou sistémicas. Existe uma relagdo direta entre a sintomatologia local e a
quantidade de veneno inoculado. (BARRAVIERA, 1993).

Trinta minutos apo6s a picada observamos dor, edema e eritema causados pelas
atividades enzimaticas e proteoliticas do veneno, que serdo mais intensos de acordo com a
quantidade de veneno inoculado durante a picada. A dor ¢ imediata e o edema se forma nas
primeiras 6 horas. (BARRAVIERA, 1993).

Inflamacdo e dor estdo freqiientemente associadas com o envenenamento
botropico. (ROCHA et al., 2000; CHACUR et al., 2001). Teixeira et al. (1994), demonstraram
que a hiperalgesia causada pelo veneno da Bothrops jararaca ¢ independente da resposta
edematogénica induzida pelo veneno e mediada por mediadores lipidicos como as
prostaglandinas, leucotrienos e PAF. Rocha et al. (2000), também comprovou a participagdo
de aminas biogé€nicas e metaloproteinases na hiperalsegia induzida pelo veneno da Bothrops
jararaca. A hiperalgesia depende da ativagdo de nociceptores quimosensitivos através da
liberagcdo de uma cascata de varios mediadores. (DRAY, 1995, 1997).Bradicinina inicia a
cascata e estimula a liberagdo do fator de necrose tumoral (TNF-a) o qual induz a formagao
de interleucinas (IL-1-B, IL-6 e IL-8). Subseqiientemente, IL-1 e IL-6 estimulam a produ¢ao
de eicosandides, enquanto IL-8 estimula a producdo de aminas simpatomiméticas.
Eicosanoides e aminas simpatomiméticas sdo considerados os mediadores finais da cascata
hiperalgésica (NAKAMURA; FERREIRA, 1987; CUNHA et al., 1991, 1992; FERREIRA et
al., 1993; POOLE et al., 1999). Chacur et al. (2002), demonstrou que a bradicinina, agindo em

receptores B2, era um importante mediador envolvido na hiperalgesia induzida pelo veneno



da Bothrops jararaca, e poderia agir em conjunto com os outros mediadores hiperalgésicos
(prostaglandinas, leucotrienos e¢ PAF) conforme descrito por Teixeira et al. (1994).
Serotonina, histamina, aminas simpatomiméticas, citocinas (IL-1-B, e TNF-a) e
metaloproteinases ndo eram relevantes para a génesis da hiperalgesia induzida pelo veneno da
Bothrops jararaca contrastando com as afirmagdes dos autores acima.

O edema é mediado por metaloproteinase, fosfolipase A2 e produtos eicosandides.
(RUIZ DE TORRENT et al., 1999). Estes efeitos locais tendem a progredir para bolhas,
equimoses € necrose as quais surgem geralmente apds 12 horas do acidente (BOER-LIMA,
1999). Pode ocorrer também liberagdo de peptidios para a circulagdo com choque periférico e
eventualmente 6bito. (KOUYOUMDIIAN, J.A; KOUYOUMDIJIAN, N.C.V., 1986).

Dentre as complicacdes locais e/ou sistémicas mais comuns encontramos necrose
e insuficiéncia renal aguda. Os efeitos renais provocados por envenenamento ofidico revelam
uma via complexa. Varios componentes toxicos dos venenos podem agir direto ou
indiretamente nas células renais. (RAAB; KAISER, 1966).

Diversas alteragdes renais ja foram descritas como decorréncia do envenenamento
ofidico. Entre elas podemos citar glomerulonefrite (SEEDAT et al., 1974), glomerulite e
nefrite intersticial (SANT; PUNDARE, 1972), arterite ¢ necrose tubular (SITPRIJA;
BOONPUCKNAVIG, 1979), necrose cortical (VARAGUNAM; PANABOKKE, 1970) e
insuficiéncia renal. (RAAB; KAISER, 1966). De todos, o mais relatado tem sido a
insuficiéncia renal. Ainda foram descritas a ocorréncia de hematiria, mioglobintria,
hemoglobinuria e proteinuaria. (SITPRIJA; BOONPUCKNAVIG, 1979).

A insuficiéncia renal aguda (IRA) descrita por varios autores (AMORIM; MELO,
1954; AMORIM et al., 1969; SHASTRY et al., 1977; AUNG-KHIN, 1978; SILVA et al.,
1979) ¢ a principal causa de mortes nos acidentes ofidicos mesmo apos o tratamento com soro
antiofidico. O tratamento com soro nao previne o surgimento de insuficiéncia renal embora
ele melhore o estado geral dos pacientes (AMARAL et al., 1986).

A TRA ocorre secundariamente aos processos de glomerulonefrite aguda
(SEEDAT et al., 1974), necrose tubular aguda (CHUCH et al., 1975) e necrose cortical renal
(DATE; SHASTRY, 1981), sendo usualmente atribuida ao sangramento, hipotensado, colapso
circulatério, hemolise intravascular e coagula¢do intavascular disseminada. (SOE-SOE,
1990). Contudo a sua patogénese secundaria aos acidentes botropicos ndo esta esclarecida.

Os venenos ofidicos causam a nivel glomerular uma proliferagdo do endotélio e
c¢lulas mesangiais, com deposi¢do de fibrina e crescimento epitelial ocasional, sem provocar

alteracdes na membrana basal. Trés teorias foram propostas para explicar a patogénese da



lesdo glomerular. A presenca de um componente irritante, a deposicdo de fibrina decorrente
ao processo de coagulagdo intravascular ou uma rea¢do imunologica. Sitprija e
Boonpucknavig (1979), avaliaram tais hipoteses e afirmaram que possivelmente todos os
mecanismos propostos trabalham sinergicamente na patogénese glomerular, com
predominancia entre as trés hipoteses dependentes da gravidade do acidente.

Varios fatores sdao responsabilizados pelo desenvolvimento ou intensificagao do
processo de insuficiéncia renal apds o envenenamento. A hipotensdo provocada pela liberacao
de histamina e cininas (VITAL BRAZIL et al., 1966), o processo de coagulacdo intravascular
associado a necrose tubular, relatado por Clarkson et al. (1970), o quadro de mioglobintria
secundario a mionecrose, comum nos acidentes por serpentes marinhas (SITPRIJA et al.,
1971), e a possivel acdo de uma nefrotoxina direta ja citado por Hadler e Vital Brazil (1966),
nos estudos com crotoxina.

Embora o veneno da Bothrops erythromelas, a jararaca seca, como ¢ conhecida
em todo o sertdo do Nordeste inclusive no Estado da Ceara (BELLUOMINI, 1984;
CAMPBELL; LAMAR, 1989), possa induzir a insuficiéncia renal aguda (WEN et al., 1989) e
intensa hemorragia pulmonar (VALENCA et al.,, 1996) este veneno tem uma baixa
capacidade de ligar-se a estes 6Orgdos sugerindo que estes efeitos observados ocorrem
principalmente através de mecanismos indiretos talvez através da formagao de microembolia
na circulacdo (VASCONCELOS et al., 1998).

Em estudos usando como modelo rim isolado, Pirotzky et al. (1984),
demonstraram que o rim seria capaz de produzir substancias como histamina, serotonina e
indiretamente, fator de agregacao plaquetaria (PAF).

Embora muitos destes mediadores ndo estejam envolvidos diretamente no sistema
de perfusdo de rim, as células renais, sob o efeito do veneno, podem liberar prostaglandinas,
citocinas, bradicinina, fragdo de complemento e fator de agregagdo plaquetaria.
(BARRAVIERA et al., 1995; WHATLY, 1989).

Rezende (1989), trabalhando com dose letal 50% do veneno de Bothrops jararaca
administrado em ratos constatou insuficiéncia renal com decréscimo na filtragdo glomerular,
no clearance osmolar, na fracdo de sodio urinario excretado, e aumento da creatinina
plasmatica. Observou ainda proliferacio da matriz mesangial, degeneracdo tubular por
reducdo das bordas em escova e vacuolizacdo citoplasmatica.

Burdmann et al. (1993), demonstraram que a inoculagdo intravenosa do veneno de
Bothrops jararaca em camundongos induz faléncia renal aguda como uma conseqiiéncia de

alteragdes funcionais e morfologicas. Ocorreu diminui¢do significativa no ritmo de filtragao



glomerular, na diurese ¢ no fluxo renal.Os niveis de fibrinogénio no soro diminuiram
significantemente. Ocorreu hemolise intravascular € um aumento nos niveis de lactato
desidrogenase no plasma e hemoglobina livre. A pressdo sangiiinea e os niveis de creatinina
fosfoquinase nao foram afetados. A microscopia eletronica revelou deposi¢ao de fibrina nos
capilares glomerulares, necrose tubular proximal e distal e a presenca de globulos vermelhos
hemolisados nos tibulos renais. A isquemia relacionada com a coagulacdo glomerular e
hemolise intravascular foram os mais importantes fatores patogénicos causando uma
diminui¢do no ritmo de filtracdo glomerular, embora a nefrotoxicidade direta do veneno nao
possa ser excluida.

Monteiro (1990), tendo como método de estudo o modelo de perfusao de rim
isolado de rato analisou as alteracdes provocadas pelo veneno de Bothrops jararaca e
observou queda dos parametros renais como pressdo de perfusdo, fluxo urindrio, ritmo de
filtracdo glomerular, resisténcia vascular renal, transporte total e percentual de sodio e
potassio bem como diminui¢do dos ions so6dio e potassio no tecido renal apds exposicao. O
veneno da Bothrops jararaca causa uma nefrotoxicidade direta no modelo acima, alterando os
parametros funcionais renais no qual o PAF foi atribuido como sendo um dos possiveis
responsaveis. (MONTEIRO; FONTELES, 1999).

O PAF promove uma vasoconstricdo renal com diminui¢do do fluxo sangiiineo,
reduz a taxa de filtracdo glomerular, determina a excrecdo reduzida de sodio pela urina,
produz oligiria e reten¢do hidroeletrolitica, apresenta um efeito compensador que ¢ a
liberagdo de prostaglandinas vasodilatadoras no rim. (DOUGLAS, 2000).

Havt et al. (2001), concluiram que alteragdes nos parametros funcionais de
pressdo de perfusdo (PP) e resisténcia vascular renal (RVR) em rim isolado de rato utilizando
o veneno de Bothrops jararacussu, ndo foram promovidas pelo fator de agregacdo plaquetaria
(PAF).

Boer-Lima et al. (1999), citam que observagdes histopatoldgicas apds inoculagao
intravenosa do veneno de Bothrops moojeni em camundongos, causavam as seguintes lesdes
renais: vacuoliacdo celular, descontinuidade da borda em escova, edema tubular com dano
glomerular, necrose tubular aguda. Todas as lesoes foram atribuidas a atividade proteolitica e
de fosfolipase A2. O veneno diminuiu significantemente o ritmo de filtragao glomerular, o
qual foi acompanhado por severos distirbios morfoldgicos nos glomérulos renais, o clearance
de creatinina, causou severa proteinuria e disfuncdo tubular sem alteragdo da pressao
sangiliinea. A ag¢do nefrotoxica do veneno envolve significantes alteragdes morfologicas e

funcionais (BOER-LIMA et al., 2002).



Collares-Buzato et al. (2002), demonstraram que o veneno de Bothrops moojeni
induz faléncia renal aguda como uma conseqiiéncia de alteragdes morfologicas e funcionais
em células glomerulares e tubulares. A faléncia renal aguda resulta de um efeito citotoxico
direto no epitélio tubular renal ou de uma isquemia renal devido a distarbios hemodinamicos
sistémicos.

Barbosa et al. (2002), estudando o veneno da serpente Bothrops moojeni em rim
isolado de rato concluiram que o veneno causa intensas alteracdes na fisiologia renal com a
diminui¢do na pressdo de perfusdo (PP), resisténcia vascular renal (RVR), e no transporte
tubular de sédio, potéssio e cloro (% TNa+, %TK+, %TCl-). Aumento no fluxo urinario (FU)
e ritmo de filtracdo glomerular (RFG), afirmando que o veneno era diurético, natriurético,
caliurético e reduz a pressdo de perfusdo em rim isolado de rato e que potenciadores de
bradicinina poderiam estar envolvidos.

A patogénese das lesdes renais nos acidente botropicos ndo estd bem definida.
Varios mecanismos de agao foram propostos para explicar tais lesdes, entre eles destacam-se
a acdo nefrotoxica direta atribuida a acdo proteolitica, coagulagdo intravascular disseminada e
liberacdo de substancias vasoativas (RAAB; KAISER, 1966; AMARAL et al., 1986;
MONTEIRO, 1990). A insuficiéncia renal pode se instalar por agdo direta ou secundaria a
complicagdes em que o choque esta presente (LOPEZ et al., 1972).

Em virtude da grande complexidade dos componentes existentes nos venenos
botropicos e da variedade de espécies com efeitos diferentes, muitos esclarecimentos ainda

sd0 necessarios para a compreensao de toda a sua patogénese.



1.5 Tratamento e profilaxia

a. Providéncias imediatas (a nivel local):

01. Lavar bem a ferida com agua e sabao;

02. Tratar o paciente com calma e segurancga, procurando tranqiiiliza-lo;

03. Orienta-lo para movimentar-se o menos possivel, alertando-o para deixar o
membro afetado em repouso absoluto;

04. Oferecer bastante liquido ao acidentado;

05. Encaminhé-lo imediatamente para a unidade de referéncia mais proxima, que
aplique o soro antiofidico;

06. Consultar, em caso de duavida, o Centro de Assisténcia Toxicoldgica
(CEATOX - Fortaleza: Fone: (085) 3255.5050);

07. Ficar alerta para possiveis complicagdes respiratorias, tomando medidas
pertinentes nestes casos, até o acidentado chegar ao hospital de apoio;

08. Capturar a serpente, de preferéncia viva, ¢ fundamental para diagnostico de
certeza. Quando matar, ndo esmagar a cabeca, o que dificulta a visualizacao da fosseta loreal
e dos olhos (coral);

09. Na certeza de tratar-se de animal ndo pegonhento, liberar o acidentado para
casa, com orientacao preventiva;

10. Preencher e emitir para o setor competente a ficha de notificagdo
epidemiologica;

11. Fazer a prevengdo do tétano acidental de acordo com esquema de rotina,

verificando sempre a situagdo vacinal anterior do acidentado, com toxdide tetanico.

b. Medidas ultrapassadas e que ndo devem ser efetuadas:

01. Uso de torniquete (garrote). Apesar de bastante difundida esta pratica deve ser
abolida, principalmente nos acidentes com serpentes que apresentam efeito proteolitico. O
mesmo provoca graves lesdes na area acometida pela picada se o veneno permanecer retido
em uma area especifica, como ocorre com o uso do torniquete;

02. Oferecer cachaga (pinga), querosene ou outras beberagens (garrafadas, etc.);

03. Queimar, chupar, cortar para sangria, perfurar o local da picada;

04. Colocar estrume no local da picada;

05. Chamar rezador ou benzedeiro para cuspir na boca da vitima.



c. Tratamento especifico (hospitalar):

01. Classificar o caso conforme o quatro 02;

02. Administrar o soro especifico conforme as fichas especificas, estando alerta
para a observacao sobre o uso prévio do antihistaminico;

03. No acidente botropico (jararaca), caso o tempo de coagulagdo permanega
acima de 10 minutos apds 12 horas da aplicagdo do soro especifico, aplicar mais soro
antibotrépico em quantidade suficiente para neutralizar 100mg de veneno.

04. A insuficiéncia respiratoria aguda, causada por coral, pode ser revertida em
alguns casos, com o uso de:

* cinco injegdes intravenosas, de 0,5mg de neostigmine (prostigmine - ImL =
0,5mg com intervalos de trinta minutos entre cada administracdo);

* em seguida, administrar a mesma quantidade de neostigmine (0,5mg) em
intervalos progressivamente maiores, conforme resposta clinica até que ocorra a recuperagao
completa, o que s6 acontecerd em torno de 24 horas;

* cada administragdo de neostigmine deve ser precedida de uma injegdo
intravenosa de 0,6mg de sulfato de atropina (atropina = 1 mL = 0,25mg), para se obter o

aumento da freqiiéncia do pulso, na ordem de 120 batimentos por minuto.

d. Medidas gerais de suporte hospitalar:

01. Manter o acidentado em repouso no leito e, em caso de edema no local da
picada, elevar a parte afetada;

02. Puncionar a veia calibrosa para hidratar bem o acidentado, mantendo um bom
fluxo urinario (2mL/kg/hora na crianga e 30 a 40mL/hora no adulto). Em caso de oliguria ou
anuria indica-se o uso de diurético de alga, tipo furosemida, por via endovenosa (1mg/kg dose
na crianca e 40mg/dose no adulto). Pode-se usar inicialmente o manitol (SmL/kg na crianga e
100mL no adulto) - da solugdo a 20%, no sentido de promover a diurese osmotica e evitar
assim a precipitagdo intra-tubular de mioglobina, etc.

03. Manter a disposicao, para uso imediato em caso de urgéncia, equipamentos e
medicamentos necessarios: adrenalina 1:1000, hidrocortizona (Flebocortid ou outros),
oxigénio, furosemida, manitol, material de entuba¢do endotraqueal e ventilador artificial;

04. O acidentado deve ser avaliado de seis em seis horas com rigoroso controle
das fung¢des vitais. Em caso de oligliria ou anuria, ndo controladas por medidas especificas,

fazer didlise precocemente;



05. Em caso de abscesso, edema compressivo com comprometimento circulatorio
solicitar avaliagdo cirdrgica criteriosa;

06. Em caso de infec¢do local indica-se antibioticoterapia;

07. No momento da alta o acidentado deve ser orientado para retornar ao servigos
de saude, caso surjam entre 5 e 24 dias, sintomas tipo "doengas do soro": Febre, urticaria,
artralgia e lindafenopatia;

08. Exames laboratoriais solicitados de rotina: sumario de urina, uréia, creatinina,
tempo de coagulacdo, tempo de protrombina, hematdcrito e hemoglobina. No acidente

crotalico pede-se também aldolase e CPK (creatina fosfoquinase).

e. Diagnostico laboratorial

A determinacdo do Tempo de Coagulacdo (TC) constitui-se em medida auxiliar
extremamente util para confirmacdo de suspeita diagnostica, pois muitos acidentes
apresentam a incoagulabilidade sangiliinea como tunica alteragdo detectavel que possibilita o

diagnoéstico do envenenamento.

f. Diagnostico clinico
Os principais sinais e sintomas dos acidentes ofidicos constituem uma maneira
eficaz de facilitar o raciocinio diagndstico dos profissionais, baseando-se fundamentalmente

no achado das alteracdes decorrentes das acdes do veneno.

g.Tratamento Soroterapico

No Brasil os soros antiofidicos s@o produzidos pelo Instituto Butantan (Sao Paulo)
e Instituto Vital Brazil (Rio de Janeiro).

Os soros antiofidicos sdo obtidos a partir da imuniza¢ao de cavalos, inoculados
com os respectivos venenos dos diferentes grupos de animais pegonhentos de importancia
médico-sanitaria. Sdo apresentados na forma liquida, em ampolas de concentracdes definidas
para cada um dos tipos. O prazo de validade dos soros ¢ de 3 anos, se convenientemente
armazenados em geladeira, a temperatura de 2 a 8 °C, devendo-se evitar seu congelamento.

A quantidade de soro a ser administrada depende diretamente da gravidade do
acidente, avaliado através dos sinais clinicos. Deve ser aplicado o mais precocemente possivel
e de preferéncia por via intravenosa para que possa haver neutralizagdo da pegonha antes da

ocorréncia de quaisquer danos.



h. ReacOes Adversas

Precedendo a infusdo do antiveneno, recomenda-se a utilizacdo de anti-
histaminico do tipo Prometazina, por via intramuscular (IM). Esse procedimento visa diminuir
os riscos de reacdes alérgicas do tipo imediato, das quais a mais temida ¢ o choque
anafilatico.

i. Critério de alta:

01. Caso suspeito:

Todos os casos suspeitos de acidente ofidico, que ndo tenham confirmacao
diagnostica de terem sido causados por animal peconhento, devem ser observados, antes da
alta, por 06 horas. Em acidentes por coral a alta s6 pode ser dada ap6s 24 horas de
observacao, sob forte vigilancia dos movimentos respiratorios e sem que haja o aparecimento

de sintomas de envenenamento;

02. Casos confirmados:
Todos os casos de acidentes ofidicos por animal peconhento, com diagnostico

confirmado e apds serem tratados, s6 poderao ter alta apds permanecerem assintomaticos por

24 horas.

j. Medidas Preventivas

As medidas de controle individuais para os trabalhadores sao regulamentadas por
lei que obrigam o uso de botas de cano alto, perneiras e luvas. Dentre as medidas de
prevencao coletiva, deve ser ressaltado que o peridomicilio e as dreas de estocagem de graos
devam ser mantidas limpas, pois havendo facilidade para a proliferagdo de roedores, atraem
serpentes que os utilizam como alimento. Deve ser ainda divulgado, junto as populacdes de
risco, que animais como gansos, emas, seriemas, dentre outros, sdo ofiéfagos e devem ser

protegidos (OFIDISMO, 2002; GUIMARAES et al., 2002).



Género Bothrops Crotalus Micrurus Lachesis
(Jararaca) (Cascavel) (Coral) (Surucuru)
GRAVIDADES
Sinais e Sintomas Leve Moder Grave Moder Grave Grave
Dor e edema local + ++ +++ -/+ -+ -/+ Gravidade
Hemorragia - +/- +/+++ - -+ - avaliada pelos
Choque hipovolémico - +/- +/+++ - -/+ - sinais locais e
Oliguria e/ou antiria - +/- +H+++ - -+ - intensidade das
Insuficiéncia renal - - +/+++ - +/+++ - manifestagoes
Visdo turva - - - +/++ ++ ++ vagais
Urina vermelha - - - -+ ++ - (l?radicar~dia,
Mialgia - - - ¥ T - hipotensdo
Ptose Palpebral - - - +/4++ ++ ++ arterial, diarrcia).
Diplopia - _ _ I+ i T Semelhante a
Paralisia ocular - - - -+ ++ —+ Jararaca, mas
Paralisia dos membros - - - -/+ -/++ -+ somente
Paralisia da musculatura - - - - -+ -+ moderado e
respiratoria grave.
Templo de coagulacao (*) -/+ -/+ -/+ -/+ -/+ -
Veneno a ser neutralizado 100mg 200mg 300mg 150mg 300mg 150mg 150 a 300mg
Tipo de soro Antibotropico Anticrotalico Anti Antilaquético
elapidico

QUADRO 02 - Classificagao e gravidade do acidente

(*) O tempo de coagulagdo, embora posa ser utilizado como diagnostico do acidente botrdpico, ndo mais se usa para caracterizagao do indice de
gravidade do caso.

Fonte: CEATOX/IJF- Ce, 2002



1.6 Resisténcia aos venenos ofidicos

Alguns animais sdo resistentes a certos venenos de serpentes. Existem diversos
relatos sobre a resisténcia de serpentes venenosas € ndo venenosas aos efeitos toxicos de
venenos ofidicos. (FONTANA, 1781; PHILPOT; SMITH, 1950; OVADIA et al., 1975;
PEREZ et al., 1978; CERDAS; LOMONTE, 1982; MIRANDA et al., 1982). A resisténcia aos
venenos ofidicos ndo ¢ uma propriedade exclusiva das serpentes; esta estd também presente
em alguns mamiferos. (VELLARD, 1945; OVADIA; KOCHVA, 1977; PEREZ et al., 1978;
MOUSSATCHE; LEONARDI, 1982). Em muitos casos a resisténcia destes animais aos
venenos de serpentes pode ser explicada pela presenca de fatores de neutralizagcdo em seu soro
sangiiineo. (OVADIA et al., 1975; OMORI-SATOH, 1977; OVADIA, 1978; PERALES et
al., 1986; MOUSSATCHE; PERALES, 1989; FORTES-DIAS et al., 1990).

Diversas proteinas neutralizantes tém sido caracterizadas e isoladas do soro de
diferentes animais. Exemplos sdo as proteinas antineurotoxicas do soro de Vipera palaestinae
(OVADIA et al.,, 1977) e proteinas antihemorragicas isoladas do soro de Trimeresurus
flavoviridis (OMORI-SATOH, 1977), Vipera palaestinac (OVADIA et al., 1977), Crotalus
atrox (WEISSENBERG et al., 1991), Bothrops jararaca (TANIZAKI et al., 1991), Dinadon
semicarinatus (TOMIHARA et al., 1988), Didelphis marsupialis (MOUSSATCHE et al.,
1979; PERALES et al., 1989), Didelphis virginiana (MENCHACA; PEREZ, 1981), Didelphis
albiventris (LAUDUCCI et al., 1990), Philander opossum (DOMONT et al., 1989), Neotoma
micropus (GARCIA; PEREZ, 1984), Erinaceus europaeus (DE WIT; WESTROM, 1987),
Herpestes edwardsii (TOMIHARA et al., 1987) e Sigmodon hispidus (PICHYANGKUL;
PEREZ, 1981).

As proteinas antineurotoxicas e antihemorragicas possuem algumas caracteristicas
comuns, elas sdo glicoproteinas acidas com pontos isoelétricos variando entre 4,0 e 5,4; suas
massas moleculares variam de 52 a 90 kDa, exceto o fator antihemorragico de Erinaceus
europaeus (539-780 kDa). Nao possuem atividade proteolitica e ndo sao imunoglobulinas.

(DOMONT et al., 1991).



1.7 Didelphis marsupialis

1.7.1 Descricéo

O Didelphis pertencente ao filo Chordata, ordem Marsupialia, familia
Didelphidae. Conhecido popularmente na América do Norte como opossum, no Brasil seu
nome varia de acordo com a regido em que ¢ encontrado. Na Amazonia ¢ conhecido como
mucura; na Bahia como surué ou sarigii€¢; no Mato Grosso como micuré; na regido Nordeste,
principalmente no Ceard, como cassaco ou timbuo e no resto do Brasil recebe o nome de
gamba. E encontrado do Canadi ao norte da Argentina, Brasil, Paraguai, Guianas e
Venezuela. Habita principalmente florestas, campos e centros urbanos.

Apresenta corpo macico, pescogo grosso, focinho alongado e pontudo, membros
curtos e cauda preénsil, bastante grossa, redonda e afilada, s6 peluda na base, tendo pequenas
escamas revestindo a parte restante. A cor da pelagem varia muito, indo do branco (animais
velhos) ao negro (animais jovens) e passando por todas as tonalidades de cinzento e bruno
(escuro) intermediarias. Possui o porte de um gato podendo atingir 50 cm de comprimento
sem contar a cauda, quase do mesmo tamanho (figura 05).

Tem habitos noturnos e, apesar de ser um animal de movimentos lentos, sobe em
arvores com facilidade, usando a cauda preénsil para agarrar-se aos galhos. Alimenta-se
principalmente de frutos silvestres, ovos e filhotes de passaros. Ndo raramente visita
galinheiros, causando imenso estrago. Quando perseguido, finge-se de morto ou expele um
liquido fétido produzido por glandulas axilares. Na fase do cio, a fémea também exala esse
cheiro forte, facilmente reconhecivel.

A fémea possui um marstpio bem desenvolvido, ao contrario de outras da mesma
familia, que s6 tem duas dobras ventrais abertas. A reprodugdo ¢ cerca de 12 a 13 dias com 3
crias e 10 a 15 filhotes por ninhada. Quando os filhotes entram na bolsa tém apenas 1 cm e
pesam 2 g e ficam nela por 70 dias, onde se desenvolvem e adquirem condi¢des de enfrentar a

vida. Vivem cerca de 2 a 4 anos (GAMBA, 2003).



FIGURA 05 - Didelphis marsupialis



1.7.2 Composicao e agoes do soro de Didelphis marsupialis

Alguns animais apresentam imunidade natural contra os efeitos deletérios
produzidos pelos diversos venenos de serpentes. Esta resisténcia pode ser explicada pela
presenga de inibidores de proteinas soliveis em seus soros os quais neutralizam os efeitos
toxicos dos venenos de serpentes. (PERALES; DUMONT, 2002).

De acordo com sua habilidade em inibir diferentes efeitos fisiopatologicos de
venenos ofidicos, estas proteinas podem ser classificadas em trés grupos principais:
antineurotoxinas, antimiotoxinas e antihemorraginas. A maioria dos fatores antihemorragicos
foram isolados e caracterizados como glicoproteinas acidas, com uma elevada estabilidade em
PH e temperatura, ndo possuem atividade proteolitica e ndo sdo anticorpos. (DOMONT et al.,
1991; THWIN; GOPALAKRISHNAKONE, 1998).

A resisténcia do marsupialis da América do Sul contra venenos crotalicos,
especialmente do género Bothrops, de maior importancia médica no Brasil, tem sido
extensamente estudada nos ultimos anos. (PERALES; DUMONT, 2002). Este tipo de
envenenamento pode produzir efeitos locais como hemorragia, edema, mionecrose e
hiperalgesia (GUTIERREZ; LOMONTE, 1989) os quais podem induzir efeitos sistémicos que
podem levar a morte do animal picado (MARKLAND, 1998). A hemorragia local ¢
principalmente produzida pela presenga de metaloproteinases zinco dependentes presentes no
veneno de serpentes (SVMPs) as quais sdo os principais componente da maioria dos venenos
ofidicos. (BJARNASON; FOX, 1994). Estas enzimas s3o responsaveis pela degradacdo de
proteinas da matriz extracelular e por alteragdes no sistema hemostatico. (MARKLAND,
1998). Elas causam ruptura da membrana basal de capilares e alteragdes da integridade dos
vasos capilares (BJARNASON; FOX, 1994).

Moussatché et al. (1979,1981), Moussatché e Leonardi (1982), Domont et al.
(1991), investigaram a resisténcia do Didelphis marsupialis aos venenos de diversas serpentes
da familia Crotalidae, como a Bothrops jararaca, Bothrops alternatus, Bothrops cotiara,
Bothrops jararacussu, Bothrops neuwiedi e Crotalus adamanteus. A resisténcia do gamba aos
venenos de serpentes parece ser uma propriedade imune natural desde que o fator
antibotrépico (ABF) foi encontrado ndo apenas no soro de animais selvagens, mas também
em recém-nascidos em laboratdérios. Portanto, ndo ¢ preciso um contato prévio com as
serpentes para adquirir este tipo de imunidade natural. (PERALES et al., 1986).

Jurgilas et al. (1999), verificaram a presenga de um fator no leite do Didelphis

marsupialis o qual representava protecao adicional para Didelphis recém-nascidos contra



venenos botropicos. Uma fracao ativa foi isolada do leite € mostrou atividades fisicoquimicas,
estruturais, antigénicas e biologicas similares ao fator antibotropico, indicando que ambos sao
provavelmente a mesma proteina.

O fator antibotropico (ABF) é composto por duas subunidades de glicopoteinas
acidas de 42,6 e 48,5 kDa, associadas por ligacdes ndo covalentes. (PERALES et al., 1994).
Estas parecem interagir com as toxinas hemorragicas dos venenos, levando a formacao de
complexos circulantes inativos. (NEVES-FERREIRA et al., 1997). Segundo Perales et al.,
(1994), a seqiiéncia N-terminal do aminodcido da subunidade 48,5 kDa do ABF mostrou
elevada homologia quando comparada ao oprin (um fator antihemorragico, purificado do soro
do Didelphis virginiana por Catanese et al. (1992), que atua através da formacao de
complexos) O Oprin ¢ homoélogo a alB-glicoproteina humana, uma proteina relatada para o
supergene da familia de imunoglobulina (CATANESE; KRESS, 1992).

Duas antihemorraginas nomeadas por DM40 e DM43 foram recentemente
isoladas do ABF-Dm. (NEVES-FERREIRA et al., 2000). Elas inibem as metaloproteinases
zinco dependentes presentes no veneno de serpentes (SVMPs) através da formacao de
complexos ndo covalentes (com interagdo estequiométrica de 1:1), ndo sdo modificadas por
enzimas, ndo formam complexos entre si e sdo estruturalmente relacionadas a familia de
supergene de imunoglobulina. DM43 também demonstrou propriedades antiletais,
antiedematogénicas e antihiperalgésicas. Estes resultados sugerem que a habilidade em inibir
um amplo espectro de efeitos toxicos € uma conseqiiéncia da inativacao primdria da atividade
enzimadtica das metaloproteinases por DM43.

Neves-Ferreira et al. (2002), propuseram que DM43 faz parte do sistema imune,
especificamente do sistema imune inato. Existe uma homologia consistente entre as
seqliéncias de aminoacidos de DM43 e as células que pertencem a imunidade natural como as
“células natural killer” (NK). Funcionalmente a prote¢do proporcionada contra toxinas
estranhas indica que este inibidor de metaloproteinases exerce fungdes do sistema imune.

Uma proteina antimiotéxica com estrutura de imunoglobulina-like denominada
DM64 foi isolada recentemente do soro de Didelphis marsupialis. (ROCHA et al., 2002).
DM64 apresenta homologia ao inibidor DM43 isolado da mesma espécie de gamba e ao oprin
(um fator antihemorragico purificado do soro do Didelphis virginiana). A proteina neutraliza a
miotoxicidade in vivo e a citotoxicidade in vitro das miotoxinas I (mt-I/Asp49) e II (mt-
II/Lys49) do veneno de Bothrops asper através da formacdo de complexos ndo covalentes
com ambas miotoxinas, porém nao inibe a atividade de PLA2 da mt-I. DM64 ndo neutraliza o

efeito anticoagulante da mt-I nem a letalidade intracerebroventricular, efeitos que dependem



da atividade enzimatica, e o qual demonstra a dissociagdao entre as atividades cataliticas e
toxicas da PLA2 miotoxica Asp49 Além disso, apesar da similaridade com inibidores de
metaloproteinases, DM64 apresenta nenhuma atividade antihemorragica contra os venenos
brutos de Bothrops jararaca ou Bothrops asper.

A resisténcia aos venenos de serpentes ndo ¢ peculiariedade exclusiva do gamba
Didelphis marsupialis. Perales et al. (1994), descreveram a presenga de fracdes anti-
botropicas no soro do gamba Philander marsupialis Brazilian e Lutreolina crassicaudata
demonstrando que a resisténcia aos venenos de serpentes estd presente em outras espécies de
gamba.

Um inibidor de metaloproteinases zinco dependentes presentes no veneno de
serpentes (SVMPs) denominado PO41 foi isolado do soro do gamba Philander e testado com
o veneno de Bothrops jararaca. (JURGILAS et al., 2003). PO41, assim DM40 e DM43, ¢ uma
glicoproteina acida de 41,33 Da, pertence ao supergene da familia de imunoglobulinas e atua
através da formacdo de complexos nao covalentes com SVMPs (com interagdao
estequiométrica de 1:1). PO41 mostrou elevada homologia quando comparado a DM40 e
DM43 e ao oprin (um fator antihemorragico purificado do soro do Didelphis virginiana).

Trento et al. (2001), isolaram um fator antibotropico do soro do gamba da
América do Sul Didelphis albiventris. O ABF mostrou a presenca de duas subunidades
glicosiladas de 43 e 45 kDa o qual mostraram um alto grau de identidade com outros
inibidores isolados de diferentes marsupialis. Assim como DM40 e DM43 isolados de
Didelphis marsupialis, 0 ABF de Didelphis albiventris atua através da formagdo de complexos
soluveis inativos entre este ¢ a toxina do veneno de Bothrops asper inibindo os efeitos
hemorrégicos, miotdxicos, edematogénicos e letais do veneno.

Diversos inibidores foram isolados de diferentes espécies de gamba como
Didelphis virginiana, Didelphis marsupialis, Didelphis albiventris, Philander sp e as
propriedades do fator antibotropico constituem uma alternativa futura para o tratamento de
envenenamentos ofidicos.

Este trabalho propde estudar as alteragdes causadas pelo veneno de serpentes
Bothrops erythromelas através da avaliagdo dos parametros funcionais em sistema de perfusao
de rim isolado de rato verificando se o fator antibotropico de Didelphis marsupialis exerce
acdo protetora sobre o efeito renal causado pelo veneno através de bloqueio farmacoldgico, na
perspectiva de elucidacdo da fisiopatologia e tratamento do envenenamento ofidico por

Bothrops erythromelas.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Estudar alteragdes renais induzidas pelo veneno da Bothrops erythromelas.

2.2 Objetivos especificos
- Avaliar as possiveis alteragcdes dos parametros funcionais renais.
- Avaliar as alteragdes histopatoldgicas renais.
- Verificar se o fator antibotropico de Didelphis marsupialis exerce agdo protetora

sobre o efeito renal causado pelo veneno de Bothrops erythromelas.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais experimentais

Ratos Wistar, adultos, pesando entre 260 e 300g, machos, oriundos do biotério da
Unidade de Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceard. Todos os animais foram
mantidos em jejum alimentar de 24 horas antes dos experimentos e com fornecimento de agua

“ad libitum”.

3.2 Veneno
O veneno da Bothrops erythromelas foi doado pela Profa. Dra. Mirian C.

Guarniere (Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE,

Brasil).

3.3 Fator antibotrépico

Obtencdo do fator antibotrdpico

A obtengdo e fracionamento do fator antibotrépico (ABF) foram realizados pelo
Dr. Marcos Hikari Toyama (Depto. de Bioquimica, Inst. Biologia, UNICAMP/UNESP, Sao
Paulo, SP, Brasil).

Espécies de Didelphis marsupialis foram capturados na regido de Campinas
(sudeste do estado de Sdo Paulo, Brasil) e sangrados por puncdo cardiaca. O sangue foi
coagulado a temperatura ambiente e o soro foi separado por centrifugacdo a -70°C, sendo
fracionado através de cromatografia de troca ionica em coluna de DEAE- Sephadex A50
equilibrada com acetato de soédio 0,01M, pH 3,7, seguindo o método descrito por Farah et al.
(1996).

Duas fragdes, DM1 ¢ DM2, foram obtidas usando um gradiente step-wise. A
fracao ativa DM2-II foi posteriormente purificada por cromatografia de troca i6nica (HPLC)
usando uma coluna Protein Pack SP 5PW (0,39 X 30cm; Waters) com gradiente linear de
cloreto de sddio 0 - 0,1M em tampao de acetato de sédio 100 mM, pH 4,1 a uma taxa de fluxo
de 1.0 mL / min por 60minutos.

O perfil de eluicdo foi monitorado por absorbancia a 280 nm e a concentragao
protéica foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951), usando albumina de soro bovino
como o padrdo. O grau de pureza do fator antibotropico purificado foi determinado por

Tricina PAGE-SDS.



3.4 Incubacéo do veneno com o fator antibotropico

A incubacdo do veneno de Bothrops erythromelas com o fator antibotropico
(ABF) de Didelphis marsupialis foi realizada na Unidade de Pesquisas Clinicas da
Universidade Federal do Ceara.

O procedimento foi realizado no inicio de cada experimento e a infusdo do veneno
de Bothrops erythromelas com o fator antibotrdpico de Didelphis marsupialis ocorreu sempre
aos 30 minutos.

Dois grupos constituiram o processo de incubacao:

Grupo 01: Pesou-se 10 pug do veneno e 10 ug do ABF. Ambos foram misturados a
temperatura ambiente deixando a mistura reagir por 30 minutos para a formag¢do de um
complexo entre o veneno e o ABF.

Grupo 02: Pesou-se 10 pg do veneno e 30 ug do ABF. Ambos foram misturados a
temperatura ambiente deixando a mistura reagir por 30 minutos para a formacdo de um

complexo entre o veneno ¢ o ABF.

3.5 Grupos Experimentais

Para avaliar o efeito renal induzido pelo veneno, cinco grupos constituiram o
trabalho experimental, os quais foram divididos em:
Grupo controle: Os rins foram perfundidos com solugdo de Krebs-Henseleit

modificada, contendo 6g% de albumina bovina (n=6).

Grupo tratado (veneno): Neste grupo, os rins foram perfundidos com solucdo de
Krebs-Henseleit contendo 6g% de albumina bovina e foi adicionado o veneno da Bothrops

erythromelas (10 pg/mL) aos 30 min de perfusdo (n=6).

Grupo tratado (fator antibotrépico de Didelphis marsupialis): Neste grupo, os rins
foram perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit contendo 6g% de albumina bovina e foi

adicionado o fator antibotropico de Didelphis marsupialis (10 pg/mL) aos 30 min de perfusdo

(n=6).



Grupo ABF de Didelphis marsupialis + veneno (n° 01): Os rins foram perfundidos
com solugdo de Krebs-Henseleit contendo 6g% de albumina bovina e foi adicionado o fator
antibotropico de Didelphis marsupialis (10 pg/mL) incubado com o veneno (10 pug/mL) aos

30 min de perfusdo (n=6).

Grupo ABF de Didelphis marsupialis + veneno (n° 02): Os rins foram perfundidos
com solu¢do de Krebs-Henseleit contendo 6g% de albumina bovina e foi adicionado o fator
antibotropico de Didelphis marsupialis (30 pg/mL) incubado com o veneno (10 pug/mL) aos

30 min de perfusdo (n=6).

3.6 Substancias utilizadas

Nos experimentos com perfusdo renal utilizamos as seguintes substancias:

» NaHCO; (Synth)

» NaH,PO, . H,O (Synth)

» NaCl (Synth)

» MgSO,4. 7TH,0 (Reagen)

» CaCl,. 2H,0 (Reagen)

» Manitol (Reagen)

» Ur¢ia (Reagen)

» KCI (Merck)

» Glicose (Squibb)

» Penicilina G Potassica Cristalina (Squibb)
» Heparina (Roche)

» Fracao V de albumina bovina (Sigma)
» Inulina (Sigma)

» Pentobarbital sodico (Cristalia)



3.7 Solucéo perfusora e seu preparo

A solugdo empregada nas experiéncias foi a de Krebs-Henseleit modificada,
associada com albumina bovina 6g%. Essa adig¢do a solugdo foi desenvolvida para manter as
funcdes renais sem alteragdes durante o experimento.

A solu¢do de Krebs-Henseleit modificada, concentrada 20 vezes, continha NaCl
(138g), KCl (7,0g), NaH2PO4 . H20 (3,2g), MgS04. 7H20 (5,8g), e Uréia (10g). No tempo
de 48 horas antes do experimento, separamos 100 mL desta solucdo e acrescentamos
NaHCO3 (4,2g), CaCl2 . 2H20 (0,74g), glicose (2,0g), e penicilina G Potéssica Cristalina
(0,050g). Em seguida, o volume foi completado para 2000mL com agua bidestilada.
Retiramos 300 mL desta ultima solucdo, na qual adicionamos albumina bovina (6g%).
Procedemos, em seguida, a dialise desta solugdo com albumina, auxiliada por um
homogeneizador. Esta didlise tem como objetivo retirar substancias contaminantes como
piruvato, citrato e lactato. (HANSON; BALLARD, 1968; COHEN et al., 1977; SCHUREK et
al., 1970; ROSS, 1978). Os 1700mL restantes foram usados como solucao para a didlise, a
qual trocada com 24 horas. No final, ap6s 48 horas de dialise, acrescentamos 0,15g de inulina.

O pH da solugdo perfusora foi ainda ajustado entre os valores de 7,3 e 7,4.

3.8 Sistema de perfuséo renal

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da fun¢do renal
levou vérios pesquisadores a desenvolver a técnica de perfusdo de rim isolado de rato. As
primeiras perfusdes renais datam de 1849, realizadas por Lobell. Em seguida, temos relatos de
trabalhos de Bidder (1862), Ludwig (1868) ¢ Schroder (1882) (ARAUJO FILHO, 1995). A
necessidade de maiores informagdes sobre a fisiologia renal trouxe grandes avangos para a
técnica de perfusdo renal, principalmente nestas duas ultimas décadas. Algumas descobertas
propiciaram uma melhora consideravel na perfusdo do rim isolado, como a adi¢ao da fragdo V
de albumina bovina pura a solu¢do perfusora (BOWMAN, 1970; BOWMAN; MAACK,
1974; LITTLE; COHEN, 1974; DE MELLO; MAACK, 1976; ROSS, 1978; SCHUREK,
1978); a utilizagdo da solugdo de Krebs-Henseleit (SCHUREK, 1980); a adicao de substancias
a solugdo perfusora como glicose, aminoécido, lactato, oxalacetato e piruvato (BAHLMAN et

al., 1967; NISHITSUJI-UWO et al., 1967; TRIMBLE; BOWMAN, 1973; DE MELO;



MAACK, 1976) e a adaptacdo de um filtro millipore para o rim de rato (ROSS et al., 1973; COHEN et
al., 1977; FONTELES, 1980; FONTELES; LEIBACH, 1982).

Existem atualmente dois sistemas de perfusao de rim isolado. O sistema aberto, no
qual o perfusato ndo recircula através rim possuindo como principal vantagem a manuteng¢ao
constante de parametros funcionais, porém apresenta um alto gasto de albumina, dificultando
o or¢amento dos projetos. No outro tipo conhecido, o sistema fechado, o perfusato recircula
no rim e apresenta inimeras vantagens sobre o primeiro, como a utilizagao de albumina e
outras substancias na solugdo perfusora em pequenas quantidades. Além disso, as substancias
dialisadas se mantém constantes na solucdo e a oxigenagdo pode ser adaptada ao proprio
dialisador. (MONTEIRO, 1990).

O sistema fechado, utilizado em nossos experimentos, foi inicialmente baseado
nos estudos desenvolvidos por Bowman e Maack (1974) e Ross (1978), com modificagdes
feitas por Fonteles (1980), através da adaptagdo de um pulmado artificial do tipo siléstico,
baseado no modelo de Hamilton (1974), e descrito por Moreira Lima (1983). O nosso sistema
consiste na perfusao de rim isolado com recirculagdo (FONTELES et al., 1983; MONTEIRO,
1990) com dois subsistemas, um “in situ” e outro com circuito fechado, para perfusdo “in

vitro” mantidos ambos a uma temperatura de 38°C (Figura 06).



FIGURA 06 - Sistema de perfusao de rim isolado



3.8.1 Componentes do sistema de perfusao

e Condensador - serve de reservatorio de aquecimento da solucdo perfusora
mantendo aquecido o cilindro reto que comporta a solu¢do do experimento;

e Coletor de urina - frasco que recebe a urina do rim montado no sistema,
trocado em intervalos de 10 minutos;

e Seringa graduada - para retirada de amostra de perfusato feita em intervalos de

e 10 minutos;

e Bomba de perfusdo (Watson) - para manuten¢do do fluxo de perfusdo renal.
Bombeia a solugdo de perfusdo no sistema, apresenta cinco velocidades;

e Filtro (USA-Millipore-5um) - promove uma melhor perfusdo através da
filtracdo constante da solugdo perfusora;

e Oxigenador (pulmao artificial) - onde acontece as trocas gasosas (95% de O2 e
5% de CO2) sendo constituido de tubos silasticos;

e Banho Maria (Fanem-modelo 100) - aquece e mantém o pulmao conservando a
temperatura constante entre 36 € 37°C;

e Fluxometro - permite a leitura do fluxo de perfusdo durante o experimento;

e (atabolhas - camera que retém bolhas, evitando o embolismo gasoso do orgao;

e Manometro de merctrio - permite fazer a leitura direta da pressao de perfusao;

e Bomba aquecedora com termostato - para manuten¢ao de todo o sistema de

perfusao a 37°C.
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FIGURA 07 — Representacao esquematica do sistema de perfusdo de rim isolado




3.9 Preparo do Sistema

Antes de cada experimento o sistema foi lavado com detergente e agua destilada
aquecida, montado e entdo calibrado.

A calibragao foi sempre feita com o sistema em funcionamento na presenca de
solucdo salina a 0,9%, aquecida entre as temperaturas de 36 - 37°C. A cada unidade da bomba
de perfusao (1, 2, 3, 4 e 5), coletamos a salina por 1 minuto em proveta milimetrada (fluxo na
ponta da canula), e anotamos a medida do fluxdmetro e a pressdo de perfusdo, através do
mandmetro de mercurio ligado ao sistema. Para melhor adaptacdo do sistema as unidades da
bomba, foram estabelecidos 3 minutos de intervalo entre cada coleta.

A calibracdo foi feita com o objetivo de conhecer o fluxo de perfusdo em face da
resisténcia da propria canula. Para tanto, os resultados de calibragdo obtidos nos grupos
tratados foram compilados em curvas, onde plotamos a velocidade da bomba nos eixos das
abscissas (X) contra a pressao de perfusao, o valor obtido no fluxometro e volume de salina

coletado (fluxo) no eixo das ordenadas (Y) (Figura 08, 09, 10).
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FIGURA 08 — Calibragao do sistema. Velocidade da bomba X Pressdo de perfusdo.
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FIGURA 10 - Calibragao do sistema. Velocidade da bomba X Fluxo.



3.10 Técnica Cirurgica

Apobs a pesagem, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (IP) com
pentobarbital sédico na dose de 50 mg/Kg de peso corporal. Em seguida os animais foram
transportados para a uma mesa cirurgica, a veia femural esquerda foi isolada e 3mL de
manitol a 20% foram administrados com intuito de melhorar o acesso cirurgico ao ureter.
Apo6s assepsia da parede abdominal, foi feita uma incisdo com base na linha alba e duas
incisdes perpendiculares a primeira, para aumentar o campo cirargico. Com isso a cavidade
abdominal foi exposta e as visceras abdominais afastadas para o lado esquerdo para
visualizacdo do rim direito e conseqiiente limpeza do excesso de tecido gorduroso presente na
area. Apos este procedimento, o ureter direito foi isolado e dissecado do tecido conjuntivo e
do tecido adiposo que o envolve, sendo em seguida canulado através de tubo de polietileno
(PE50), a uma distancia aproximadamente de 3cm do pedunculo renal, através de uma
pequena incisdo. Com o intuito de evitar interferéncia fisiologica da glandula adrenal direita
no experimento, esta foi identificada, isolada e seccionada, para com isso providenciarmos a
descapsulacdo do rim. Apds cumpridos estes procedimentos, canulamos a artéria renal, a
partir da artéria mesentérica superior. Apos sua identificacdo, a artéria mesentérica superior
foi ocluida em seu lado direito e pingado no seu lado esquerdo. Com pequeno corte em seu
tecido introduzimos a canula por 3 a 5 mm e dai fixamos céanula e artéria. Logo a seguir, os
orgdos foram isolados com pingas e seccionados, promovendo a retirada do rim e ureter,
devidamente liberados. Com o rim ja acoplado ao sistema, esperamos um periodo de
aproximadamente 30 minutos para sua adaptacdo ao sistema in vitro, sem interrupcao do

fluxo (Figura 11).



FIGURA 11 — Técnica cirurgica. A= veia femural; B= ureter canulado; C= artéria
mesentérica; D= canula arterial.



3.11 Protocolo Experimental

Apbés o rim ter sido colocado no sistema, os 20 minutos iniciais foram
considerados de estabilizagdo e adaptag¢do as novas condicdes. Apods esse periodo, marcou-se
o tempo zero e determinou-se 30 minutos de controle interno. O tempo total de perfusdo do
orgdo foi sempre de 120 minutos. Durante esse periodo, coletamos a cada 5 minutos a medida
do fluxdmetro e a pressao do perfusato. Em intervalos de 10 minutos, de maneira intercalada,
coletamos a urina e o perfusato, de modo que na hora de coletar o ultimo nao se trocava o
coletor de urina e vice e versa. Estes frascos com urina foram pesados e, juntamente com o0s
de perfusato, mantidos em temperatura de -20°C para permitir posteriores dosagens de
potassio, sodio, cloro, inulina e osmolaridade, importantes na determinagao dos parametros de
fun¢do renal. Sempre aos 30 minutos, administramos o veneno de Bothrops erythromelas, o
fator antibotropico de Didelphis marsupialis e o fator antibotropico de Didelphis marsupialis
incubado com o veneno de Bothrops erythromelas.

Com o rim direito montado no sistema, coletamos o rim esquerdo para controle, o
qual foi pesado e dele retirado um fragmento para posterior exame histopatoldgico. Apds o

fim do experimento, foi realizado o mesmo procedimento com o rim direito.

3.12 Avaliacéo bioquimica

Os testes bioquimicos foram realizados na Unidade de Pesquisas Clinicas da
Universidade Federal do Ceard. Urina e perfusato foram coletados em intervalos de 10
minutos, de forma intercalada, conforme o protocolo experimental acima descrito. Foram
feitas dosagens de sodio e potassio pelo método de fotometria de chama (Flame photometer -
modelo 443 IL). As dosagens de cloro foram realizadas seguindo o método descrito pelo kit
do fabricante Labtest. A inulina foi dosada a partir do mesmo material, através de hidrdlise
direta descrita por Fonteles e Leibach (1982), com modificagdes que reduziram as
quantidades de amostras e reagentes utilizados. A osmolaridade das amostras foi medida com

um osmometro (Vapor pressure osmometer - modelo 5100c ESCOR).



3.13 Analise histoldgica

As laminas usadas em nosso estudo histologico foram feitas no Laboratorio de
Anatomia Patoldgica — Biopse e avaliadas no Departamento de Patologia e Medicina Legal da
Universidade Federal do Ceara.

Apoés cada experimento, retiramos um fragmento longitudinal do rim perfundido
(direito) e do ndo perfundido (esquerdo), os quais foram acondicionados em frascos com
formol 10%. Para proceder a andlise histologica, estes fragmentos foram desidratados,
diafanizados e em seguida cortados, numa espessura de 5 um de espessura. Procedemos a
coloracdo do material por hematoxilina-eosina e as ldminas foram analisadas por microscopio
optico (Nikon).

Também foi realizado o estudo histoloégico dos rins perfundidos somente com

solucao de Krebs-Henseleit modificada para servir de controle perfundido.

3.14 Calculo dos parametros renais

As seguintes formulas sdo utilizadas para determina¢do de parametros funcionais

renais (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978; FONTELES, 1980).

> FU (mL.g".min™") = Fluxo Urinario

FU = Peso do volume urinario/ Peso do rim esquerdo x 10

» PP (mmHg) = Pressao de perfusao

* Obtida diretamente através da analise em mandmetro de mercurio.

» FPR (mL.g".min") = Fluxo plasmatico renal ou fluxo de perfuséo

* Fluxo registrado a cada 10min/ intervalo de tempo x Peso do rim.

> RVR (mmHg/mL.g" .min™") = Resisténcia vascular renal

RVR = PP (mmHg) / FPR

> RFG (mL.g".min™") = Ritmo de filtragdo glomerular
RFG =DOUin/ DOPin x FU

DOUin = Densidade 6tica da inulina na urina



DOPin = Densidade otica da inulina no perfusato

» FNa" = (uEq.g”.min™") = Sodio filtrado
FNa" = RFG x PNa’

PNa" = Concentragio de sodio no perfusato

> ENa "= (uEq.g".min"") = Sodio excretado
ENa "=FUx UNa'

+ ~ y 1. .
UNa" = Concentragao de s6dio na urina

> TNa' = (uEq.g”.min™") = Sédio transportado
TNa =FNa' - ENa’

> %TNa" = Percentual de sodio transportado

%TNa" = TNa" x 100/FNa”

> Cosm (mL.g".min") = Clearance osmotico
Cosm = (Uosm / Posm ) x FU
Uosm = Osmolaridade Urindria

Posm = Osmolaridade do perfusato

» CH,O (mL.g".min"") = Clearance de 4gua livre
CH,O =FU - Cosm

> dTNa" (mL.g".min") = Transporte distal de sodio
dTNa" = CH,O x PNa"

» AdNa" (uEq.g”.min"") = Aporte distal de sodio
AdNa' =dTNa" + ENa’

> pTNa' (uEq.g" .min™") = Transporte proximal de sodio
pTNa"=FNa' - AdNa"



> %pTNa" = Percentual de transporte proximal de sédio

%pTNa" =pTNa' x 100 /FNa"

> FK' = (uEq.g".min") = Potassio filtrado
FK'=RFG x PK"

PK" = Concentracdo de potassio no perfusato

» EK" (uEq.g”.min"") = Potassio excretado
EK"=FUx UK"

+ ~ ’ . .
UK = Concentragdo de potassio na urina

> TK" (uEq.g".min") = Potéssio transportado
TK'=FK' - EK’

> %TK" = Percentual de potéssio transportado
%TK"=TK" x 100/ FK"

» dTK" (mL.g"'.min") = Transporte distal de potéssio
dTK" = CH,0 x PK"

> AdK' (uEq.g”.min™") = Aporte distal de potassio
AdK" =dTK" + EK"

> pTK' (uEq.g".min™") = Transporte proximal de potassio
pTK =FK' x AdK"

> %pTK" = Percentual de transporte proximal de potassio

%pTK" =pTK" x 100 / FK"

Todos os célculos feitos para a determinagao dos parametros do sodio e potassio

acima citados, foram repetidos para o cloro.



3.15 Analise estatistica

Usamos computador PC — Pentium III (900Hz) e programa Sigmastat para analise
estatistica dos dados. Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia ANOVA (teste t
de Bonferroni) e teste t Student pareado, com significancia de * p <0,05. A anélise permitiu a
avaliacdo da ocorréncia de alteragdes funcionais renais durante o periodo de perfusdo. Os
dados desse trabalho foram expressos em média(x) = E.P.M.

Todas as tabelas e graficos que avaliaram os parametros renais foram estudados

de acordo com a varidvel tempo, e os dados compilados em intervalos de 30 minutos.



4 RESULTADOS

4.1 Estudo dos parametros funcionais renais

Grupo Controle

Foram realizados seis experimentos controle para avaliacdo dos pardmetros
funcionais renais sob a influéncia apenas da solu¢do de Krebs-Henseleit modificada a 6g%,
para posterior comparagdo com os grupos tratados com veneno de Bothrops erythromelas
(10pug/mL), fator antibotropico de Didelphis marsupialis (10pg/mL), fator antibotropico de
Didelphis marsupialis (10pg/mL) incubado com o veneno de Bothrops erythromelas
(10pg/mL) e fator antibotrépico de Didelphis marsupialis (30pg/mL) incubado com o veneno
de Bothrops erythromelas (10pg/mL). O grupo apresentou todos os parametros estaveis

durante os 120 minutos de experimento (tabela 1 a 14 e grafico 1 a 14).

Efeitos do VVeneno de Bothrops erythromelas

A infusdo do veneno de Bothrops erythromelas (10ug/mL) ocorreu aos 30
minutos apos o inicio do experimento.

Com relagdo ao grupo controle o veneno apresentou uma diminuicao significativa
na pressao de perfusao (PP) aos 60 minutos permanecendo até do final experimento (tabelal e
gréaficol).

Quanto ao efeito na resisténcia vascular renal (RVR), foi observado que o veneno
causou uma diminui¢ao deste parametro aos 60 minutos, assim como aconteceu na pressao de
perfusao, esta diminuigdo foi significativa em relagdo ao grupo controle persistindo até o final
do experimento (tabela 2 e grafico 2).

O veneno, em relacdo ao grupo controle, ocasionou um aumento significativo no
fluxo urinario (FU) aos 90 minutos persistindo até do final experimento (tabela 3 e grafico3).

O efeito produzido no ritmo de filtracdo glomerular (RFG) foi uma diminuigao
significativa aos 60 minutos. Aos 90 e 120 minutos observou-se um aumento significativo do

RFG quando comparado ao grupo controle (tabela 4 e grafico 4).



Com relagdo ao percentual de transporte tubular de sodio (%TNa+) observou-se
uma queda significativa a partir dos 60 minutos, persistindo até o final do experimento (tabela
5 e gréfico 5).

Foi observado que no percentual de transporte tubular proximal de sddio
(%pTNa+) houve uma queda significativa aos 60 minutos, mantendo-se até o final do
experimento, quando comparado ao grupo controle (tabela 6 e grafico 6)

O efeito produzido pelo veneno no transporte tubular de potassio (%TK+) foi de
uma diminuicdo significativa aos 90 minutos, quando comparado ao grupo controle,
persistindo até o final do experimento (tabela 7 e grafico 7).

O efeito do veneno com relagdao ao grupo controle no transporte tubular proximal
de potassio (%pTK+), foi de uma diminuigdo significativa aos 90 minutos, persistindo até o
final do experimento (tabela 8 e grafico 8).

Quanto ao percentual de transporte tubular de cloro (%TCI-) obsevou-se uma
queda significativa aos 60 minutos prosseguindo até os 120 minutos, quando comparado ao
grupo controle (tabela 9 e grafico 9).

O efeito do veneno com relagdo ao grupo controle no transporte tubular proximal
de cloro (%pTCl-) foi de uma diminui¢do significativa aos 60 minutos prosseguindo até os
120 minutos (tabela 10 e grafico 10).

No pardmetro referente a excre¢ao de sodio (ENa+) foi observado um aumento
com significancia estatistica aos 90 minutos e 120 minutos (tabela 11 e grafico 11).

Foi observada uma diminuicdo significativa aos 60 minutos na excre¢do de
potassio (EK+) ocasionado pelo veneno em comparacdao ao controle. Apos esta diminuicao,
observou-se um aumento significativo aos 90 e 120 minutos (tabela 12 e grafico 12).

Com relagdo a excre¢do de cloro (ECl-), o veneno promoveu um aumento
significativo aos 90 e 120 minutos conforme (tabela 13 e grafico 13).

Com relagdo ao clearance osmotico (Cosm) o veneno promoveu um aumento
significativo aos 90 e 120 minutos quando comparado ao grupo controle (tabela 14 e

graficol4).

Efeitos do Fator antibotropico de Didelphis marsupialis

A infusdo do fator antibotrépico de Didelphis marsupialis (10pg/mL) ocorreu aos

30 minutos.



O fator antibotrdpico ndo apresentou alteracao significativa na pressao de
perfusao (PP) quando comparado ao grupo controle (tabela 1 e graficol).

Quanto ao efeito na resisténcia vascular renal (RVR), foi observado que o fator
antibotropico ndo alterou este parametro quando comparado ao grupo controle (tabela 2 e
grafico 2).

O fluxo urinario (FU) ndo apresentou alteragao quando comparado ao grupo
controle (tabela 3 e grafico3).

Nao foi observado nenhum efeito significativo no ritmo de filtracdo glomerular
(RFG) quando comparado ao grupo controle (tabela 4 e grafico 4).

Com relacdo ao percentual de transporte tubular de sodio (%TNa+) observou-se
um aumento significativo aos 60 minutos quando comparado ao grupo controle, retornando
aos parametros normais aos 90 e 120 minutos (tabela 5 e grafico 5).

Foi observado que no percentual de transporte tubular proximal de sodio
(%pTNa+) houve um aumento significativo aos 60 minutos conforme se pode observar na
tabela 6 e grafico 6, quando comparado ao grupo controle. Apos este aumento observou-se
uma diminui¢do aos 90 minutos persistindo até o final do experimento (tabela 6 e grafico 6).

Nao foi observado nenhum efeito causado pelo fator antibotrépico no transporte
tubular de potassio (% TK+) quando comparado ao grupo controle (tabela 7 e grafico 7).

O efeito do fator antibotropico com relagdo ao grupo controle no transporte
tubular proximal de potassio (%pTK+), foi de uma diminuicdo significativa aos 90 e 120
minutos (tabela 8 e grafico 8).

Quanto ao percentual de transporte tubular de cloro (%TCI-) ndao foram
observadas alteracdes significativas (tabela 9 e grafico 9).

O efeito do fator antibotropico com relagdo ao grupo controle no transporte
tubular proximal de cloro (%pTCl-) foi de uma diminui¢ao com significancia aos 90 e 120
minutos (tabela 10 e grafico 10).

No parametro referente a excre¢do de sodio (ENa+) ndo foram observadas
alteragdes significativas (tabela 11 e grafico 11).

Nao foram observadas alteragdes significativas na excre¢do de potassio (EK+)
ocasionada pelo fator antibotropico em comparagao ao controle (tabela 12 e grafico 12).

Com relacdo a excrecao de cloro (ECI-), o fator antibotrdpico ndo alterou este
parametro (tabela 13 e grafico 13).

Com relacdo ao clearance osmético (Cosm), o fator antibotropico ndo alterou este

parametro quando comparado ao grupo controle (tabela 14 e graficol4).



Efeitos do Veneno de Bothrops erythromelas + Fator antibotropico de

Didelphis marsupialis (10ug/mL)

O fator antibotropico de Didelphis marsupialis (10pg/mL) incubado com o veneno
de Bothrops erythromelas (10pg/mL) foi adicionado sempre aos 30 minutos de perfusao.

O fator antibotropico de Didelphis marsupialis incubado com o veneno de
Bothrops erythromelas ocasionou uma queda significativa na pressao de perfusao (PP) aos 60
minutos persistindo até o final do experimento, quando comparado ao grupo controle. No
entanto, esta queda ndo foi tdo acentuada neste parametro quanto a observada no veneno
(tabela I e grafico 1).

Quanto ao efeito na resisténcia vascular renal (RVR) ocorreu uma diminuigao
significativa aos 90 minutos. Apds esta diminuicdo ocorreu um aumento, retornando a um
valor proximo ao encontrado aos 30 minutos (tabela 2 e grafico 2).

Ocorreu um aumento no fluxo urinario (FU) com significancia aos 120 minutos,
quando comparado ao grupo controle (tabela 3 e grafico3).

O ritmo de filtragao glomerular (RFG) diminuiu significantemente aos 60 minutos
quando comparado ao grupo controle. Apos esta diminui¢do observou-se um aumento do
RFG com significancia aos 120 minutos (tabela 4 e grafico 4).

Nao foi observado nenhum efeito causado pelo fator antibotropico de Didelphis
marsupialis incubado com o veneno de Bothrops erythromelas no percentual de transporte
tubular de sodio (%TNa+) (tabela 5 e gréfico 5).

Em relag¢do ao percentual do transporte tubular proximal de sédio (%pTNa+) ndo
ocorreu alteragdo deste parametro quando comparado com o grupo controle (tabela 6 e grafico
6).

Nao se observou nenhum efeito causado pelo fator antibotrdpico de Didelphis
marsupialis incubado com o veneno de Bothrops erythromelas no transporte tubular de
potassio (%TK+) (tabela 7 e grafico 7).

Em rela¢do ao percentual de transporte tubular proximal de potassio (%pTK+),
nao houve alteragcdo deste parametro, quando comparado ao grupo controle (tabela § e grafico
8).

Quanto ao percentual de transporte tubular de cloro (%TCIl-) o fator antibotropico
de Didelphis marsupialis incubado com o veneno de Bothrops erythromelas ndo produziu

nenhum efeito conforme se pode observar na (tabela 9 e grafico 9).



Em relacdo ao grupo controle, o percentual do transporte tubular proximal de
cloro (%pTCl-) ndo sofreu alteracdo (tabela 10 e grafico 10).

Na excrecdo do sodio (ENat) ocorreu uma diminuicdo significativa aos 60
minutos. Apos esta diminuicdo ocorreu um aumento significantemente estatistico aos 120
minutos, quando comparado ao grupo controle (tabela 11 e grafico 11).

A excrecao de potéssio (EK+) apresentou uma queda significativa aos 60 minutos
quando comparado ao controle. Apds esta queda observou-se um aumento com significancia
aos 90 e 120 minutos (tabela 12 e grafico 12).

Na excre¢do de cloro (ECI-), observou-se um aumento significativo aos 120

minutos quando comparado ao grupo controle (tabela 13 e grafico 13).

O fator antibotropico de Didelphis marsupialis incubado com o veneno de
Bothrops erythromelas promoveu um aumento significativo aos 120 minutos do clearance

osmotico (Cosm), quando comparado ao grupo controle (tabela 14 e grafico 14).

Efeitos do Veneno de Bothrops erythromelas + Fator antibotropico de

Didelphis marsupialis (30ug/mL)

O fator antibotrépico de Didelphis marsupialis (30ug/mL) incubado com o
veneno de Bothrops erythromelas (10pg/mL) foi adicionado sempre aos 30 minutos de
perfusdo.

Com relagdo ao grupo controle o fator antibotropico de Didelphis marsupialis +
veneno de Bothrops erythromelas ocasionou uma diminuicao na pressdao de perfusdao (PP)
com significancia aos 90 e 120 minutos (tabela 1 e graficol).

Quanto ao efeito na resisténcia vascular renal (RVR), foi observado que o fator
antibotrépico de Didelphis marsupialis + veneno de Bothrops erythromelas nao causou
alteragdo deste parametro (tabela 2 e grafico 2).

O fator antibotropico de Didelphis marsupialis + veneno de Bothrops
erythromelas apresentou uma queda significativa do fluxo urinario (FU) aos 90 minutos
quando comparado ao grupo controle (tabela 3 e grafico3).

Foi observada uma queda significativa aos 60 minutos no ritmo de filtracao

glomerular (RFG) persistindo até o final do experimento (tabela 4 e grafico 4).



Com relacdo ao percentual de transporte tubular de sodio (%TNa+) o fator
antibotropico de Didelphis marsupialis + veneno de Bothrops erythromelas ndo apresentou
alteracdo do parametro quando comparado ao grupo controle (tabela 5 e grafico 5).

Quando comparado ao grupo controle foi observado que no percentual de
transporte tubular proximal de sodio (%pTNa+) ndo houve alteragdo (tabela 6 e grafico 6).

Nao foi observado nenhum efeito produzido pelo fator antibotrépico de Didelphis
marsupialis + veneno de Bothrops erythromelas no transporte tubular de potassio (%TK+)
(tabela 7 e grafico 7).

O fator antibotropico de Didelphis marsupialis + veneno de Bothrops
erythromelas ndo causou alteracdo no transporte tubular proximal de potassio (%opTK+) em
relacdo ao grupo controle (tabela 8 e grafico 8).

Quanto ao percentual de transporte tubular de cloro (%TCl-) ndo foi observada
alteracdo deste parametro quando comparado com o grupo controle (tabela 9 e grafico 9).

O fator antibotropico de Didelphis marsupialis + veneno de Bothrops
erythromelas ndo causou alteragdo no transporte tubular proximal de cloro (%pTCl-) (tabela
10 e grafico 10).

No parametro referente a excrecdo de sodio (ENat) o fator antibotropico de
Didelphis marsupialis + veneno de Bothrops erythromelas ocasionou uma diminui¢do com
significancia estatistica aos 90 e 120 minutos, quando comparado ao grupo controle (tabela 11
e grafico 11).

Foi observada uma diminui¢do na excre¢do de potassio (EK+) ocasionado pelo
fator antibotropico de Didelphis marsupialis + veneno de Bothrops erythromelas em
comparag¢do ao controle com significancia aos 90 minutos (tabela 12 e grafico 12).

Com relacdo a excre¢do de cloro (ECI-), o fator antibotropico de Didelphis
marsupialis + veneno de Bothrops erythromelas promoveu uma diminui¢do significativa aos
90 e 120 minutos conforme (tabela 13 e grafico 13).

Com relagdo ao clearance osmoético (Cosm) o fator antibotropico de Didelphis
marsupialis + veneno de Bothrops erythromelas ocasionou uma queda significativa deste

parametro aos 90 minutos, quando comparado ao grupo controle (tabela 14 e graficol4).
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GRAFICO 1: Representagio esquematica dos dados apresentados na tabela 1.

TABELA 1: Efeitos na pressdo de perfusdo renal (PP) na auséncia (controle) e presenga do
veneno de Bothrops erythromelas (B.E=10ug/mL), fator antibotropico de
Didelphis marsupialis (D.M=10ug/mL), veneno de Bothrops erythromelas +
fator antibotrépico de Didelphis marsupialis (10ug/mL), veneno de Bothrops
erythromelas + fator antibotropico de Didelphis marsupialis (30pg/mL).

Dados expressos como média = EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste) com

p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.

Variaveis 30 min 60 min 90 min 120 min

(mmHg)

Controle 110,11 £3,7 108,27 £4,9 108,70 £ 5,1 110,28 £ 3.7
B.E. 112,30 £4,2 83,70 £9,5* 65,20 £ 5,6* 68,80 + 11,6*
D.M. 113,80 +£4,0 114,30 £5,8 116,80 + 8,4 124,80 £ 9,6

B.E.+ D.M (10) 108,60 + 3.5 92,70 £ 9,4* 83,20 £ 12,1* 103,0 £ 6,3*
B.E.+ D.M (30) 111,40 £5,3 102,90 + 7.4 94,30 £ 8,1* 98,90 £ 9,0*
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GRAFICO 2: Representagio esquematica dos dados apresentados na tabela 2.
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TABELA 2: Efeitos na resisténcia vascular renal (RVR) na auséncia (controle) e presenca do
veneno de Bothrops erythromelas (B.E=10ug/mL), fator antibotropico de
Didelphis marsupialis (D.M=10ug/mL), veneno de Bothrops erythromelas +
fator antibotropico de Didelphis marsupialis (10ug/mL), veneno de Bothrops

erythromelas + fator antibotropico de Didelphis marsupialis (30pg/mL).

Dados expressos como média = EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste) com
p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.

Variaveis 30 60 90 120
(mm.Hg/mL.g’
"min™)
Controle 5,39+£0,57 5,57 £ 0,54 5,76 £ 0,65 5,49 £ 0,54
B.E 5,30+ 0,61 3,95 £ 0,58* 3,10 £ 0,45* 3,25 +£0,63*
D.M. 5,15+0,33 5,19+£0,42 5,32 +£0,51 5,69 £ 0,57
B.E.+ D.M (10) 5,59+ 0,43 4,69 £ 0,48 4,15+0,51* 5,27 £0,44
B.E.+ D.M (30) 5,90 £ 0,81 5,51+£0,87 5,10+ 0,91 5,35+£0,95
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GRAFICO 3: Representagio esquematica dos dados apresentados na tabela 3.

TABELA 3: Efeitos no fluxo urindrio (FU) na auséncia (controle) e presenca do veneno de
Bothrops erythromelas (B.E=10ug/mL), fator antibotropico de Didelphis
marsupialis (D.M=10ug/mL), veneno de Bothrops erythromelas + fator
antibotropico de Didelphis marsupialis (10ug/mL), veneno de Bothrops
erythromelas + fator antibotropico de Didelphis marsupialis (30pg/mL).

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste) com

p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.

Variaveis 30 60 90 120
(ml.g".min™)
Controle 0,14 £ 0,01 0,14 +£0,01 0,14 +£0,01 0,14 +£0,01
B.E 0,15+ 0,03 0,13 £ 0,04 0,36 £ 0,08* 0,47 £ 0,08*
D.M. 0,14 +0,02 0,14+ 0,01 0,14+ 0,01 0,14 £ 0,01
B.E+D.M (10) 0,14 £ 0,02 0,10 £ 0,04 0,12 £ 0,04 0,29 £ 0,07*
B.E.+ D.M (30) 0,13 +£0,02 0,11 0,02 0,09 £ 0,02* 0,11 £ 0,02




RFG (mL/g/min)

30 60 90 120
Tempo (min)

EControle HB. erythromelas MD. marsupialis
EB.E+ D.M (10) OB.E + D.M (30)

GRAFICO 4: Representagio esquematica dos dados apresentados na tabela 4.

TABELA 4: Efeitos no ritmo de filtragdo glomerular (RFG) na auséncia (controle) e presenga
do veneno de Bothrops erythromelas (B.E=10ug/mL), fator antibotropico de
Didelphis marsupialis (D.M=10ug/mL), veneno de Bothrops erythromelas +
fator antibotropico de Didelphis marsupialis (10ug/mL), veneno de Bothrops
erythromelas + fator antibotropico de Didelphis marsupialis (30pg/mL).

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste) com

p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.

Variaveis 30 60 90 120
(ml.g".min™)
Controle 0,72 £ 0,12 0,76 £ 0,07 0,70 £ 0,09 0,72 £ 0,10
B.E 0,66 £ 0,12 0,42 £ 0,12* 0,95 £ 0,26* 1,24 £ 0,26*
D.M. 0,67 £ 0,09 0,79 £ 0,13 0,57 £ 0,07 0,56 £ 0,05
B.E+D.M (10) 0,62 + 0,09 0,44 £ 0,15* 0,61 +£0,22 1,38 £0,38*
B.E.+ D.M (30) 0,74 £ 0,14 0,59 £ 0,09* 0,54 £ 0,13* 0,47 £ 0,08*
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GRAFICO 5: Representagio esquematica dos dados apresentados na tabela 5.

TABELA 5: Efeitos no percentual de transporte tubular de sodio (%TNa’) na auséncia
(controle) e presenca do veneno de Bothrops erythromelas (B.E=10ug/mL),
fator antibotropico de Didelphis marsupialis (D.M=10ug/mL), veneno de
Bothrops erythromelas + fator antibotropico de Didelphis marsupialis
(10pug/mL), veneno de Bothrops erythromelas + fator antibotropico de
Didelphis marsupialis (30pg/mL).

Dados expressos como média £ EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste) com

p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.

Variaveis % 30 60 90 120
Controle 80,17 £ 1,40 80,04 £ 1,61 79,18 + 0,88 80,58 £ 0,45
B.E 79,08 £ 1,67 68,36 £ 4,12* 58,35 £ 4,86* 59,24 £3,15*
D.M. 84,67 £2,20 86,48 £ 1,65* 82,05 +£2,73 81,65+2,16
B.E.+ D.M (10) 83,73 £3,03 83,25 +£2,66 81,83 £1,94 76,12 +3,03

B.E.+ D.M (30) 84,30 £ 3,63 84,70 £ 3,70 84,04 + 4,41 79,56 £ 5,75
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GRAFICO 6: Representagio esquematica dos dados apresentados na tabela 6.

TABELA 6: Efeitos no percentual de transporte tubular proximal de sédio (%pTNa’) na

auséncia (controle) e presenga do veneno de Bothrops -erythromelas
(B.E=10pg/mL),  fator  antibotropico de  Didelphis  marsupialis
(D.M=10pg/mL), veneno de Bothrops erythromelas + fator antibotropico de
Didelphis marsupialis (10png/mL), veneno de Bothrops erythromelas + fator
antibotropico de Didelphis marsupialis (30ug/mL).

Dados expressos como média £ EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste) com
p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.

Variaveis % 30 60 90 120
Controle 75,65 + 1,42 74,69 + 0,99 73,84 + 2,64 74,94 + 3,02
B.E 74,97 £2,07 63,13 +5,14* 52,89 +5,79* 54,91 +3,36*
D.M. 74,25 +£2,20 85,39 £ 1,87* 69,94 + 3,03 70,16 £ 2,45
B.E.+D.M (10) 75,04 £ 3,28 75,07 £2,94 74,30 + 2,40 68,34 £+ 3,60
B.E.+ D.M (30) 75,01 £4,12 75,27 +3,91 74,82 + 4,73 70,40 + 6,18
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GRAFICO 7: Representagio esquematica dos dados apresentados na tabela 7.

TABELA 7: Efeitos no percentual de transporte tubular de potassio (%TK") na auséncia

(controle) e presenca do veneno de Bothrops erythromelas (B.E=10ug/mL),
fator antibotropico de Didelphis marsupialis (D.M=10ug/mL), veneno de
Bothrops erythromelas + fator antibotropico de Didelphis marsupialis
(10pug/mL), veneno de Bothrops erythromelas + fator antibotropico de
Didelphis marsupialis (30pug/mL).
Dados expressos como média £ EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste) com
p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.

Variaveis % 30 60 90 120
Controle 65,36 +2,47 66,38 + 3,31 67,20 + 4,04 64,28 £5,93
B.E 68,89 £3,79 64,80 + 4,02 57,32 £5,28* 58,07 £ 3,78*
D.M. 72,30 £ 2,64 74,08 £ 1,93 64,25 +2,58 64,78 £2,80
B.E.+ DM (10) 72,15+ 4,88 74,13 + 4,07 80,06 2,25 75,56 3,22
B.E.+ D.M (30) 69,99 + 10,55 73,48 +7,98 75,11 £ 8,27 67,52+ 10,31
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GRAFICO 8: Representagio esquematica dos dados apresentados na tabela 8.

TABELA 8: Efeitos no percentual de transporte tubular proximal de potassio (%TK") na
auséncia (controle) e presenca do veneno de Bothrops erythromelas
(B.E=10pg/mL),  fator  antibotropico de  Didelphis  marsupialis
(D.M=10ug/mL), veneno de Bothrops erythromelas + fator antibotropico de
Didelphis marsupialis (10ug/mL), veneno de Bothrops erythromelas + fator
antibotropico de Didelphis marsupialis (30pug/mL).

Dados expressos como média £ EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste) com

p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.

Variaveis % 30 60 90 120
Controle 69,92 £4,09 70,13 £3,69 70,18 £ 4,86 69,17 £ 5,64
B.E 69,78 £4,56 64,57 £4,88 56,86 + 6,29* 58,74 £4,0*
D.M. 70,15 £2,51 70,99 + 2,18 60,14 £ 3,0* 61,29 £3,10*
B.E.+D.M (10) 69,45 £5,11 71,94 + 4,32 78,54 £2,60 73,79 £3,78
B.E.+D.M (30) 69,70 £11,09 73,05 £ 8,45 74,89 £9,07 67,36 £ 11,0
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GRAFICO 9: Representagio esquematica dos dados apresentados na tabela 9.

TABELA 9: Efeitos no percentual de transporte tubular de cloro (%TCIl) na auséncia
(controle) e presenga do veneno de Bothrops erythromelas (B.E=10ug/mL),
fator antibotropico de Didelphis marsupialis (D.M=10ug/mL), veneno de
Bothrops erythromelas + fator antibotropico de Didelphis marsupialis
(10pug/mL), veneno de Bothrops erythromelas + fator antibotropico de
Didelphis marsupialis (30pug/mL).

Dados expressos como média £ EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste) com

p< 0,05.*= diferenga estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.

Variaveis % 30 60 90 120
Controle 79,90 £ 1,03 81,25+ 2,44 77,32 +2,22 78,53 £2,33
B.E 78,40 £ 1,98 66,37 £ 4,48* 55,97 £5,52* 57,10 £ 4,13*
D.M. 82,89 + 1,22 82,27 £2,07 76,16 £4,29 76,57 £ 1,72
B.E.+D.M (10) 80,10 £3,53 79,73 £3,94 80,90 £ 2,14 75,89 £2.91

B.E.+D.M (30) 79,24 + 4,88 80,70 + 4,28 80,87 + 4,52 75,99 £5,97
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GRAFICO 10: Representagio esquemética dos dados apresentados na tabela 10.

TABELA 10: Efeitos no percentual de transporte tubular proximal de cloro (%pTCIl’) na
auséncia (controle) e presenga do veneno de Bothrops -erythromelas
(B.E=10pg/mL), fator  antibotropico de  Didelphis  marsupialis
(D.M=10pg/mL), veneno de Bothrops erythromelas + fator antibotropico de
Didelphis marsupialis (10pug/mL), veneno de Bothrops erythromelas + fator
antibotropico de Didelphis marsupialis (30pg/mL).

Dados expressos como média = EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste) com

p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.

Variaveis % 30 60 90 120
Controle 69,92 + 4,09 70,13 + 3,69 70,18 + 4,86 69,17 £ 5,64
B.E 70,29+ 2,85 57,14 £ 5,69* 46,51 £ 6,59* 48,77 + 4,22*
D.M. 70,74 + 1,31 69,19 £2,24 62,05 +4,51* 63,08 £2,11*
B.E.+D.M (10) 70,40 + 3,79 70,55 + 4,23 72,38 +2,59 67,12 £3,47
B.E.+ D.M (30) 70,95 + 5,39 72,27 £ 4,56 72,64 £ 4,98 67,82 + 6,49
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GRAFICO 11: Representagio esquemética dos dados apresentados na tabela 11.

TABELA 11: Efeitos na excrecio de sédio (ENa') na auséncia (controle) e presenca do
veneno de Bothrops erythromelas (B.E=10ug/mL), fator antibotropico de
Didelphis marsupialis (D.M=10ug/mL), veneno de Bothrops erythromelas +
fator antibotropico de Didelphis marsupialis (10pug/mL), veneno de Bothrops
erythromelas + fator antibotropico de Didelphis marsupialis (30ug/mL).

Dados expressos como média = EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste) com
p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.

Variaveis 30 60 90 120
(uEg/g/min)
Controle 17,81 £ 1,43 17,74 £ 1,51 18,76 £ 1,31 19,74 + 1,48
B.E 17,85 £ 3,62 16,37 £ 4,76 47,3 +10,36* 62,40 £ 10,86*
D.M. 16,60 = 1,86 16,34 £ 1,60 16,73 £2,26 17,62 £2,73
B.E.+ D.M (10) 11,74 £ 1,75 7,83 £ 2,66* 13,41 £4,95 40,02 £10,87*

B.E.+ D.M (30) 12,90 + 2,08 11,56 2,41 9,29 +2,42% 13,08 + 3,70%
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GRAFICO 12: Representagio esquematica dos dados apresentados na tabela 12.

TABELA 12: Efeitos na excre¢io de potassio (EK') na auséncia (controle) e presenga do
veneno de Bothrops erythromelas (B.E=10ug/mL), fator antibotropico de

Didelphis marsupialis (D.M=10ug/mL), veneno de Bothrops erythromelas +
fator antibotropico de Didelphis marsupialis (10ug/mL), veneno de Bothrops
erythromelas + fator antibotropico de Didelphis marsupialis (30ug/mL).

Dados expressos como média £ EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste) com
p< 0,05.*= diferenga estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.

Variaveis 30 60 90 120
(nEqg/g/min)
Controle 0,90 £ 0,07 0,98 £ 0,06 0,90 £ 0,05 0,84 £ 0,06
B.E 0,85+0,19 0,58 £0,15* 1,61 £0,41* 2,15 +0,45*
D.M. 0,92 £0,13 0,95 £0,09 0,97 £ 0,08 0,92 £ 0,08
B.E.+D.M (10) 0,89 +£0,11 0,61 £0,18* 0,67 +0,21* 1,64 £0,41*
B.E.+D.M (30) 0,90 £0,23 0,73 £0,23 0,55 +£0,23* 0,59 +£0,19
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GRAFICO 13: Representagio esquemética dos dados apresentados na tabela 13.

TABELA 13: Efeitos na excrecdo de cloro (ECI) na auséncia (controle) e presenca do
veneno de Bothrops erythromelas (B.E=10ug/mL), fator antibotrépico de
Didelphis marsupialis (D.M=10ug/mL), veneno de Bothrops erythromelas +
fator antibotropico de Didelphis marsupialis (10pug/mL), veneno de Bothrops
erythromelas + fator antibotropico de Didelphis marsupialis (30pg/mL).
Dados expressos como média = EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste) com
p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.

Variaveis 30 60 90 120
(1Eqg/g/min)
Controle 15,38 £ 2,87 15,62 +2,87 16,71 £2,70 18,17 £ 3,42
B.E 13,63 £ 2,85 12,04 £ 2,78 34,77 £7,96* 45,77 £ 8,53*
D.M. 16,85 £ 1,81 17,70 + 1,29 18,04 £ 2,12 18,78 £ 2,30
B.E.+ D.M (10) 15,57 £2,09 11,19 £2,96 14,71 £ 4,16 36,31 £ 8,92*
B.E.+ D.M (30) 14,02 + 2,26 12,15+ 2,51 9,67 £2,59* 12,61 £3,33*
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Representacao esquematica dos dados apresentados na tabela 14.

TABELA 14: Efeitos no clearance osmotico (Cosm) na auséncia (controle) e presenga do

veneno de Bothrops erythromelas (B.E=10ug/mL), fator antibotrépico de
Didelphis marsupialis (D.M=10ug/mL), veneno de Bothrops erythromelas +
fator antibotropico de Didelphis marsupialis (10pug/mL), veneno de Bothrops
erythromelas + fator antibotropico de Didelphis marsupialis (30ug/mL).

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferroni t teste) com
p< 0,05.*= diferenca estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle.

Variaveis (ml.g° 30 60 90 120
"' min™)
Controle 0,12£0,01 0,12£0,01 0,12£0,01 0,13 £0,01
B.E 0,13 £0,02 0,11 £0,03 0,32 £0,07* 0,42 £0,07*
D.M. 0,12 +£0,01 0,11+£0,01 0,11£0,01 0,12 £ 0,01
B.E.+D.M (10) 0,12 £0,02 0,09 £ 0,04 0,11 £0,04 0,27 £0,07*
B.E.+ D.M (30) 0,11£0,01 0,09 £0,01 0,07 £0,01* 0,10 £ 0,02




4.2 Andlise Histologica

Os rins esquerdos serviram como grupo controle ndo apresentando qualquer
alteracdo a nivel de glomérulos, tibulos, vasos e intersticio (figura 12).

No grupo em que os rins foram perfundidos com o veneno de Bothrops
erythromelas (10ug/mL), os glomérulos apresentaram discreta quantidade de material
protéico no espago urinario (figura 13). Foi observada a presenca de degeneragao hidrdopico
vacuolar nos tibulos renais (figura 14). Nao foi encontrada qualquer anormalidade a nivel de
vasos e intersticio.

Os rins perfundidos com fator antibotropico de Didelphis marsupialis (10pg/mL)
ndo apresentaram qualquer alteragdo a nivel de glomérulos, tubulos, vasos e intersticio
(figura 15).

No grupo em que os rins foram perfundidos com fator antibotropico de Didelphis
marsupialis (10ug/mL) incubado com o veneno de Bothrops erythromelas (10ug/mL),
glomérulos, tibulos, vasos e intersticio apresentaram-se normais (figura 16).

No grupo em que os rins foram perfundidos com fator antibotropico de Didelphis
marsupialis (30ug/mL) incubado com o veneno de Bothrops erythromelas (10upg/mL),

glomérulos, tibulos, vasos e intersticio apresentaram-se normais (figura 17).



FIGURA 12- Rim controle apresentando glomérulos e tibulos normais (200X).



FIGURA 13- Rim tratado com 10ug/mL de veneno de Bothrops erythromelas
apresentando glomérulos com material protéico no espago urinario
(200X).



FIGURA 14- Rim tratado com 10ug/mL de veneno de Bothrops erythromelas
apresentando tibulos com degeneracao hidropico vacuolar (200X).



FIGURA 15- Rim tratado com 10ug/mL do fator antibotropico de Didelphis
marsupialis apresentando glomérulos e tibulos normais (200X).



FIGURA 16- Rim tratado com 10ug/mL do fator antibotrépico de Didelphis marsupialis
incubado com 10pg/mL do veneno de Bothrops erythromelas
apresentando glomérulos e tubulos normais (200X).



FIGURA 17 - Rim tratado com 30ug/mL do fator antibotrépico de Didelphis marsupialis
incubado com 10ug/mL do veneno de Bothrops erythromelas
apresentando glomérulos e tibulos normais (200X).



5 DISCUSSAO

Monteiro e Fonteles (1999), ao estudarem o veneno de Bothrops jararaca em rim
isolado de rato, observaram uma diminui¢do no fluxo urinério, na pressao de perfusdo, no
ritmo de filtragdo glomerular e do transporte tubular de so6dio e potassio. Havt et al. (2001), ao
analisarem os efeitos renais do veneno da Bothrops jararacussu em rim isolado de rato,
demonstraram queda da pressdo de perfusdo, resisténcia vascular renal e diminuicdo dos
transportes i06nicos tubulares de sddio e potassio, com um aumento do ritmo de filtracao
glomerular e no fluxo urinério. Barbosa et al. (2002), avaliando os efeitos renais do veneno da
Bothrops moojeni no mesmo modelo, comprovaram que o veneno causava queda da pressao
de perfusdo, resisténcia vascular renal e do percentual de transporte tubular de sddio, potassio
e cloro, com um aumento do fluxo urinario, ritmo de filtracdo glomerular e excre¢ao de sédio,
potassio e cloro. Havt et al. (2004), ao estudarem os efeitos renais do veneno da Bothrops
pirajai em rim isolado de rato, observaram reducdo da pressdo de perfusdo, resisténcia
vascular renal, fluxo urinério, ritmo de filtracdo glomerular e transporte tubular de sodio,
potéssio e cloro.

O veneno da Bothrops erythromelas causou alteracdes nos parametros renais em
rim isolado de rato. Observou-se uma reducao da pressdo de perfusdo, da resisténcia vascular
renal e dos transportes i6nicos tubulares de sodio, potéssio e cloro. Ocorreu um aumento do
fluxo urindrio, do ritmo de filtragdo glomerular e da excre¢@o dos ions sodio, potassio e cloro.

O rim ¢ um dos 6rgdos mais afetados nos acidentes ofidicos. A faléncia renal
aguda (ARF) constitui a mais séria complicagdo renal sist€émica e a principal causa de morte
seguida em incidéncia pela necrose tubular aguda e, ocasionalmente, glomerulonefrite
(AMARAL et al., 1985; BURDMANN et al., 1993).

A etiologia da insuficiéncia renal aguda (IRA) causada apds envenenamento
botropico tem sido muito discutida. Alguns autores atribuem um papel crucial do veneno
induzindo disturbios hemodinamicos e isquemia renal no processo de faléncia renal aguda
(CHAVES et al., 1989; REZENDE et al., 1989; CRUZ HOFLING et al., 2001). Outros
autores propdem que componentes presentes no veneno possuem uma acao citotoxica direta
no epitélio renal (RATCLIFFE et al., 1989; WILLINGER et al., 1995).

Apesar dos inumeros achados concernentes a insuficiéncia renal sua patogénese
ainda se encontra incerta. Os mecanismos propostos como possiveis causadores da
insuficiéncia renal aguda apds acidente botropico sdo a coagulagdo intravascular disseminada,

a nefrotoxicidade direta atribuida a acdo proteolitica do veneno, espasmos dos vasos renais



decorrentes da liberagdo de substincias vasoativas (AMARAL et al., 1986), vasoconstri¢ao
renal e conseqiiente isquemia renal, hemolise, deposito de fibrina nos glomérulos e injaria
vascular (CHAVES et al., 1989; REZENDE et al., 1989; BURDMANN et al., 1993; CRUZ
HOFLING et al., 2001;).

Vasconcelos et al. (1998), ao estudarem o veneno da Bothrops erythromelas
demonstraram que o veneno provocava faléncia renal aguda através de acdo indireta e
atribuiram o efeito a formag¢ao de microembolia na circulagao.

Nossos experimentos sdo destituidos de sangue, portanto a auséncia de
fibrinogénio exclui a atividade coagulante em nossos resultados. As alteracdes dos parametros
renais provocadas pelo veneno da Bothrops erythromelas demonstraram agdo nefrotdxica
direta.

Diversos autores trabalhando com diferentes venenos botropicos demonstraram
que o processo de insuficiéncia renal aguda (IRA) se deve a acdo nefrotoxica direta do
veneno. Rezende et al. (1989) e Burdmann et al. (1993), ao estudarem o veneno da Bothrops
jararaca observaram diminuicao da pressdo sangiiinea, redu¢do marcante no ritmo de filtracao
glomerular, fluxo renal e diurese associada com aumento da resisténcia vascular renal e
excrecdo de sodio. Monteiro ¢ Fonteles (1999), demonstraram que o veneno da Bothrops
jararaca causava nefrotoxicidade aguda direta e alteragdes dos parametros funcionais renais,
comparavel as observadas na faléncia aguda renal (ARF). Boer-Lima et al. (2002), citam que
a inoculacdo intravenosa do veneno da Bothrops moojeni em camundongos causava
nefrotoxicidade e que as lesdes renais eram atribuidas a atividade proteolitica e da fosfolipase
A2 responsaveis por severos disturbios morfologicos nos glomérulos renais e pela disfungao
tubular. Collares-Buzato et al. (2002), demonstraram que o veneno de Bothrops moojeni
induz faléncia renal aguda resultante de um efeito citotdoxico direto no epitélio tubular renal
com conseqiientes alteragdes morfologicas e funcionais em células glomerulares e tubulares.
Castro et al. (2004), ao estudarem o veneno da Bothrops jararaca demonstraram que o veneno
causava injuria diretamente nos tiibulos renais e que a toxicidade tubular era independente de
calcio extracelular e mediada em parte por peroxidagao lipidica.

Guimaraes et al. (1986) demonstraram que a bradicinina diminuiu a resisténcia
vascular renal através da ativagdo do receptor B2 em rim isolado de rato. Bradicinina (BK) ¢
um potente peptidio vasoativo gerado tanto no plasma como na parede vascular. Bradicinina
pode ativar receptores do tipo B2 estimulando a liberagdo de substincias vasoativas
produzidas pelo endotélio vascular (BAYDOUN et al., 1991). A vasodilatagdo induzida por

bradicinina tem sido atribuida a fatores de relaxamento derivados do endotélio, como o 6xido



nitrico (NO) (WELCH et al., 1991) e fator hiperpolarizante (NAKASHIMA et al., 1993).
Metabolicos do acido araquidonico derivados do citocromo P-450 aumentam a condutancia ao
K+ sendo responsavel pelo efeito hipotensivo da bradicinina descritos por Gebremedhin et al.
(1992) e Hu et al. (1993).

Potenciadores de bradicinina foram isolados dos venenos de Bothrops jararaca,
Bothrops neuwiedi e Bothrops jararacussu (FERREIRA et al., 1970, 1992, 1998). Isto nos
leva a pensar que peptidios potenciadores de bradicinina ou a propria bradicinina possam estar
presentes no veneno da Bothrops erythromelas e serem os responsaveis pela queda da pressao
de perfusdo e da resisténcia vascular renal presente em nossos experimentos.

Furtado et al. (1991) e Sanchez et al. (1992), ao estudarem o veneno da Bothrops
erythromelas demonstraram a existéncia de atividade proteolitica no veneno. Enzimas
proteoliticas sdo responsaveis pela liberacdo de substincias vasoativas como a bradicinina,
serotonina e histamina que atuam no efeito hipotensor.

Flores et al. (1993), ao estudarem o veneno da Bothrops erythromelas comprovou
que este induzia migracdo neutrofilica dose-dependente quando injetado na cavidade
peritoneal de ratos e que esta resposta migratoria se devia a atividade da fosfolipase A2
presente no veneno o qual induzia a liberagdo de metabdlicos do acido araquidonico como
mediadores quimiotaticos, como o leucotrieno B4, e era dependente do numero de
macrofagos residentes. A atividade fosfolipdsica A2 ¢ responsavel pelo edema e pela
inflamacao causados pelo veneno.

A atividade fosfolipasica pode produzir prostaglandinas vasodilatadoras renais,
PGEI1, PGE2, PGAI1, PGA2, PGH2, PGI2, PGG2, responsaveis pelo aumento do fluxo
sangiiineo e conseqiiente diurese, natriurese e caliurese (BY DLOWSKI, 2000).

Nossos resultados sugerem que a atividade proteolitica e fosfolipasica encontradas
no veneno da Bothrops erythromelas podem ser responsaveis pela queda da pressdo de
perfusdo e da resisténcia vascular renal e pelos efeitos deletérios encontrados no epitélio renal
com aumento da diurese e diminui¢do dos transportes dos ions sodio, potassio e cloreto.

O aumento do ritmo de filtragdo glomerular e do fluxo urindrio presentes nos
experimentos podem ser causados pelas alteracdes tanto glomerulares como tubulares
observadas no exame histologico.

A presenga de material protéico nos glomérulos denotaria que uma maior
quantidade de proteinas estd sendo filtrada, diminuindo a pressdo oncotica dos capilares
glomerulares. A pressao oncdtica dos capilares glomerulares apresenta uma correlagio inversa

com o ritmo de filtragdo glomerular (KOEPPEN; STANTON, 1997). Isto poderia explicar o



aumento do ritmo de filtragdo glomerular com conseqiiente aumento no fluxo urinario. Outra
hipotese afirmada pelos mesmos autores para explicar o aumento do ritmo de filtragao
glomerular seria que a bradicinina estimularia a liberacdo de 6xido nitrico que levaria ao
relaxamento vascular do endotélio renal.

Pompermayer et al. (2002), demonstraram que a bradicinina induzia vasodilatacao
envolvendo a liberagcdo de 6xido nitrico (NO), e metabdlicos do acido araquidénico via
citocromo P-450 os quais ativavam canais de potdssio cdlcio-dependente causando uma
diminui¢do dose-dependente da pressdo de perfusdo e da resisténcia vascular renal em rim
isolado de rato.

A degeneragao hidrépico vacuolar presente nos tibulos renais enfatiza a injlria
renal causada pelo veneno j4 que a retengdo de ions ¢ a causa dessa degeneragdo. A
degeneracdo diminui a reabsor¢do tubular promovendo uma maior reten¢do de solutos nos
tubulos renais promovendo maior volume urinario com maior concentragdo de solutos na
urina. Isto explicaria o aumento da excre¢ao e reducao do transporte dos ions sodio, potassio e
cloro assim como o aumento do clearance osmético.

A atividade proteolitica (FURTADO et al., 1991; SANCHEZ et al., 1992) e da
fosfolipase A2 (FLORES et al., 1993) presentes no veneno da Bothrops erythromelas podem
ser apontadas como as responsaveis pelos distarbios morfolégicos encontrados nos
glomérulos e tubulos renais. A andlise microscopica das laminas com o tecido renal apos
perfusdo renal mostrou a presenca de material protéico, embora em quantidade discreta, nos
glomérulos e tubulos e a degeneracdo hidropico vacuolar presente nos tubulos levando a
injuria renal sugerem que a faléncia renal aguda se deve ao processo de citotoxicidade direta
no modelo de rim isolado de rato.

A habilidade de alguns animais de apresentar imunidade natural contra os efeitos
deletérios produzidos pelos diversos venenos de serpentes tem sido extensamente descrita.
Esta resisténcia pode ser explicada pela presenca de inibidores de proteinas soliveis em seus
soros os quais neutralizam os efeitos toxicos dos venenos de serpentes. A resisténcia do
Didelphis marsupialis, um gamba comumente encontrado na América do Sul, tem sido
extensamente estudada (PERALES; DUMONT, 2002).

O fator antibotropico (ABF) foi isolado do Didelphis marsupialis e apontado
como sendo o responsavel pela resisténcia aos venenos crotalicos, especialmente do género
Bothrops. O ABF ¢ composto por duas subunidades de glicopoteinas acidas de 42,6 e 48,5

kDa, associadas por ligacdes ndo covalentes (PERALES et al., 1994) as quais parecem



interagir com as toxinas hemorragicas dos venenos, levando a formagdo de complexos
circulantes inativos (NEVES- FERREIRA et al., 1997).

O ABF foi responsavel pela resisténcia do Didelphis marsupialis aos venenos de
diversas serpentes da familia Crotalidae, como a Bothrops jararaca, Bothrops alternatus,
Bothrops cotiara, Bothrops jararacussu, Bothrops neuwiedi e Crotalus adamanteus.
(MOUSSATCHE et al., 1979, 1981; MOUSSATCHE; LEONARDI, 1982; DOMONT et al.,
1991). A resisténcia do gamba aos venenos de serpentes parece ser uma propriedade imune
natural ndo sendo preciso um contato prévio com as serpentes para adquirir este tipo de
imunidade natural (PERALES et al., 1986).

A capacidade do fator antibotropico isolado do soro do gamba Didelphis
marsupialis (ABF-Dm) em inibir os efeitos letais, hemorragico, mionecrdtico, hiperalgésico e
edematogénico de venenos botropicos tem sido extensamente descritos (MOUSSATCHE;
PERALES, 1989; PERALES et al., 1992; NEVES- FERREIRA et al., 2000; ROCHA et al.,
2000). O ABF-Dm pode inibir a atividade proteolitica desses venenos em diversos substratos
como fibrinogénio, fibrina, colageno IV, laminina e fibronectina (NEVES-FERREIRA et al.,
1997).

O fator antibotropico incubado com o veneno causou bloqueio dose-dependente
de todos os efeitos causados pelo veneno da Bothrops erythromelas, exceto o parametro
pressao de perfusdo.

A andlise microscopica das laminas com o tecido renal perfundido com o fator
antibotrépico incubado com o veneno mostraram glomérulos e tibulos renais normais
comprovando que o fator antibotropico de Didelphis marsupialis ¢ realmente eficaz no

bloqueio do veneno da Bothrops erythromelas no modelo estudado.



6 CONCLUSOES

» O veneno da Bothrops erythromelas causou efeito nefrotoxico no modelo de
rim isolado de rato. Evidenciamos este efeito nefrotoxico com a redugdo na pressdo de
perfusdo, na resisténcia vascular e no transporte tubular de sodio, potéassio e cloro. Ocorreu
aumento no fluxo urinario, ritmo de filtragdo glomerular, excrecdo de sddio, potéssio e cloro e

clearance osmotico.

» O fator antibotropico causou bloqueio dose-dependente de todos os efeitos
causados pelo veneno da Bothrops erythromelas, exceto o pardmetro pressao de perfusio.
Essa inibicdo pode ser atribuida a formac¢do de um complexo inativo solivel entre o fator

antibotrdpico e o veneno.

» A analise histopatologica do tecido renal apds perfusdo com o veneno de
Bothrops erythromelas mostrou a presenca de material protéico nos glomérulos e tibulos e a
presenga de degeneracao hidrépico vacuolar nos tubulos comprovando que a nefrotoxicidade
causada pelo veneno ocorre de forma direta. A analise microscopica dos rins perfundidos com
o veneno da Bothrops erythromelas juntamente com o fator antibotropico mostrou glomérulos
e tibulos renais normais comprovando que o fator antibotrépico bloqueou os efeitos causados

pelo veneno da Bothrops erythromelas.

» Estudos posteriores poderdo avaliar a perspectiva da utilizacdo do fator

antibotropico de Didelphis marsupialis no tratamento de envenenamentos ofidicos.
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