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Abstract
Effects caused by Bothrops moojeni venom and of miotoxins | and Il in
rat isolated kidney
Paulo Sérgio Ferreira Barbosa (2002) Master Degree
Departament of Physiology and Pharmacology Federal University of

Ceard
Acute failure renal is one the most common systemic complications after snakebite,

however, its pathogenesis remains obscure. In this study we evaluated the renal effects of
Bothrops moojeni venom and its miotoxins (Bmtx-1 and BmtxIl) in rat isolated perfused
kidneys. The miotoxins were purified by ion-exchange chromatografy and reverse phase
HPLC. The crude venom (10 pg /mL) and myotoxins (5 pg/mL) were added to the
perfusion system 30 min after the start of perfusion. The renal effects were compared with a
control group, perfused with modified Krebs-Henseleit solution alone. B. moojeni venom
decreased the perfusion pressure (PP), renal vascular resistance (RVR), and the percent
sodium, potassium and chloride tubular transport (% TNa+, %TK+ %TCf). In contrast, the
venom increased the urinary flow (UF), glomerular filtration rate (GFR), and the sodium,
potassium and chloride excretion (ENa+, EK+, ECF). The renal effects of myotoxin | were
very similar to those of the venom, but there was an increase rather than a decrease in the
PP and RVR. Myotoxin Il had no effect on renal physiology, except for a transient decrease
in %TK+. In conclusion, Bothrops moojeni venom caused intense alterations in renal
physiology, including a drop in vascular resistance associated with diuresis, natriuresis and
kaliuresis. Bmtx-l1 had an opposite effect to that of crude venom in PP and RVR.
Bradykinin potentiating peptides in the venom could contribute to the decrease in vascular
resistance. BmTx-I may have exerted its renal effects by indirectly increasing the calcium

influx after damage to the cell membrane.
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Resumo

Efeitos causados pelo veneno da Bothrops moojeni e de suas fragoes
miotoxina | e Il em rim isolado de rato

Paulo Sérgio Ferreira Barbosa. Dissertacdo de mestrado, 2002.
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do

Ceara

A insuficiéncia renal aguda é uma das complicacbes mais frequentes causada pelo
envenenamento por picada de serpente, contudo a sua patogénese permanece obscura. Em
nosso estudos avaliamos o efeito renal causado pelo veneno da Bothrops moojeni e suas
miotoxinas (Bmtx-1 e BmtxIl) na perfusdo de rim isolado de rato. As miotoxinas foram
purificadas por cromatografia de troca i6nica e HPLC fase reversa. O veneno e as
miotoxinas | e Il na dosagem de 10pg/mL, 5pg/mL e 5pg/mL respectivamente foram
adicionados no sistema de perfusdo 30 minutos apds o inicio do experimento. Os efeitos
renais foram comparados com o grupo controle, onde os rins foram perfundidos somente
com a solucéo de Krebs-Henseleit modificada. O veneno da B. moojeni diminuiu a pressao
de perfusdo (PP), a resisténcia vascular renal (RVR) e percentual de transporte tubular de
sodio, potassio e cloro (%TNa+, %TK+e TCP). Em contraste, 0 veneno aumentou o fluxo
urinario (FU), ritmo de filtracdo glomerular (RFG) e a excrecdo de sddio potassio e cloro
(ENat, EK+,

ECF). O efeito renal da miotoxina | foi similar ao do veneno, porém houve um aumento na
PP e RVR. A miotoxina Il ndo apresentou efeito fisiologico, exceto um efeito transitorio
com diminuicdo no %TK+ Concluimos que o veneno da B moojeni causou intensa
alteracdo na fisiologia renal, incluindo o aumento na resisténcia vascular associado com a
diurese, natriurese e caliurese. Miotoxina | tem o efeito oposto ao do veneno na PP e RVR.
Peptideos potenciadores de bradicinina no veneno podem contribuir para a diminui¢cdo na
resisténcia vascular. Os efeitos renais mostrados pela miotoxina | parecem estar

relacionados com o aumento do influxo de calcio causado por danos a membrana celular.
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Introducao

1. Serpentes peconhentas brasileiras

No Brasil encontramos duas familias de serpentes venenosas que
obedecem as seguintes caracteristicas fisicas:
1.1) Familia Elapidae:

Estas serpentes apresentam a cabeca arredondada, olhos pequenos com as
pupilas arredondadas, auséncia de fosseta loreal, presenca de placa na cabeca,
dentes inoculadores de veneno pequenos e situados no maxilar superior, mais
para o interior da boca. O seu corpo tende a ser grosso e longo, sendo
vagarosa, sua pele é &spera e o seu reconhecimento é dificil e perigoso por
necessidade da identificacdo através do exame dos dentes. Possuem habitos
noturnos e em situacao de perigo utilizam a cauda para dar a impressao de que
se trata da cabeca, postando-se em situacdo de defesa quando molestadas. S&o
representadas pelas serpentes do género Micrurus
1.2) Familia Crotcilidae

Possuem a cabeca triangular com escamas, apresentando fosseta loreal, os
olhos sdo pequenos com a pupila em forma de fenda. Os dentes inoculadores
de veneno sdo grandes e implantados no osso maxilar superior situados na
parte anterior. Seu corpo tende a ser grosso, com a pele aspera e o
reconhecimento é relativamente fécil pela presenca da fosseta loreal. Possuem
habitos noturnos, postam-se em posicdo de defesa quando molestadas. S&o
vagarosas (Barraviera, 1991). Sdo divididas em trés géneros Lachesis,

Crotalus e Bothrops (Rage, 1977).
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1.2.1) Género Lachesis
Representada no Brasil pela espécie Lachesis muta, subdivididas em
duas subespécies Lachesis muta e Lachesis muta noctivaga (Barraviera,
1994). Tem um padrdo de cor marrom amarelado, com grandes manchas
triangulares pretas, as quais apresenta uma mancha clara no centro e o lado
ventral de cor creme-esbranquigcada (Grantsau, 1991). Sdo conhecidas como
surucucu, surucucu pico de jaca ou surucutinga. E a serpente venenosa de
maior tamanho em toda América Latina, chegando a um comprimento de
quatro (4) metros (Barraviera, 1991).
1.2.2) Género Crotalus
Representado por 26 espécies em todas as Ameéricas (Norte, Central e
Sul), porém no Brasil encontramos uma Unica espécie, a Crotalus durissus.
Esta espécie estd subdividida em 6 subespécies, Crotalus durissus cascavella,
Crotalus durissus collilineatus, Crotalus durissus marajoensis, Crotalus
durissus ruruima, Crotalus durissus terrificus e Crotalus durissus trigonicus
(Barraviera, 1993 e Mattison, 1995). Sua coloracdo € varidvel. Podemos
encontrar as cores oliva-cinzenta, oliva, marrom-cinzenta até marrom, com
manchas romboédricas pela linha dorsal, manchas com margens brancas e
centro mais claro; lado ventral branco-amarelado até cinzento-amarelado
(Grantsau, 1991).
1.2.2) Género Bothrops
Encontrado na América Central e América do Sul, esta distribuido por
todo o territério brasileiro, com aproximadamente 32 espécies. Apresenta
grande diversidade de cores, desenhos, tamanhos e habitos, em virtude dos
nameros de espécies hd grande dificuldade na sua identificacdo por nome
popular em todo o territério nacional. Alguns nomes mais conhecidos s&o

jararaca, jararacussu, jararaca- pintada, urutu e cotiara (Puorto 1992) Habita
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preferencialmente os ambientes Umidos, como matas e areas cultivadas, locais
de proliferacéo de roedores, como zonas rurais e periferia de grandes cidades.
Tém héabitos noturnos e sdo consideradas as serpentes mais agressivas do pais
(Franca e Fan,1992).

Principais espécies do género Bothrops existentes no Brasil
(Belluomini, 1984; Campbell e Lamar 1989):
Bothrops alternatus - conhecida como urutu - cruzeiro. Encontrada em regioes
mais elevadas e secas. E &gil, violenta, dando o bote meio de lado, do tipo
chicote, extremamente voraz. Aparece a partir do estado de Minas Gerais até o
Sul do pais.
Bothrops atrox - Chamada de jararaca ou surucucu, conforme a area da regido
Norte em que aparece, tendo ampla distribuicdo geogréfica, habita tanto as
florestas como &reas desmaiadas, adaptando-se facilmente. E a maior
responsavel pelos acidentes ofidicos no Norte do Brasil, podendo atingir
comprimento superior a 1,5 metro.
Bothrops bilineatus - tem cor verde clara e é arboricola. Conhecida como
jararaca verde, ¢ muito confundida com a cobra-papagaio (Corallus Caninus\
que também é arboricola, porém ndo pecohenta. Encontrada na zona da Mata e
na Amazonia.
Bothrops Brazilis - conhecida como jararaca vermelha e surucucu vermelha,
pode ser encontrada no Amapa, Para e Mato Grosso.
Bothrops castelnaudi - possui o nome popular de Jararaca-cinza, e €
encontradas no Amapa, Goias e Mato Grosso.
Bothrops cotiara - conhecida como jararaca, jararaca-da-barriga-preta e
cotiara. E encontrada do sul do Estado de S&o Paulo até o Rio Grande do Sul.
Bothrops erythromelas - conhecida por jararaca-da-seca, encontrada em toda

regido nordeste.
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Bothrops Fonsecai - popularmente chamada de jararaca, aparece nos estados
de Sdo Paulo, Rio Janeiro e Minas Gerais

Bothrops igleasi - conhecida como jararaguinha, existe apenas no estado do
Piaui

Bothrops insularis - chamada de jararaca ilhoa, é encontrada somente na llha
de Queimada Grande no Estado de Séo Paulo.

Bothrops itapetiningae - conhecida como cotiarinha, boipeva, fruta-cor,
jararaca-do-campo e pequena cotiara, encontradas nos estados de S&o Paulo,
Minas Gerais, Goids, Parand, Mato Grosso do Sul e Santa Catarina.

Bothrops Jararaca - Conhecida popularmente como jararaca, € responsavel
pelo maior nimero de acidentes ofidicos em virtude de sua ampla distribuicao
no territorio nacional. Vive no campo e nos lugares comuns ao homem.
Bothrops jararacussu - conhecida popularmente por jararacucu que significa
"Jararaca-grande". Encontrada nas regides baixas e alagadi¢cos, margem de rios
e lagoas podem alcancar tamanho avantajado. E capaz de inocular até quatro
mililitros de veneno, o que corresponde aproximadamente a um grama de
veneno seco. Constitui enorme perigo para pescadores, cagadores e para 0s
animais, principalmente bovinos e equinos. E uma espécie freqliente no litoral
do Espirito Santo até Santa Catarina.

Bothrops leucurus - conhecida como jararaca, existindo somente no estado da
Bahia.

Bothrops marajoensis - conhecida como jararaca, encontrada no estado do
Amapa, Para e llha do Marajo

Bothrops microphthahTius - chamada de jararaca, encontrada na regido

Amazonia.
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Bothrops neuwiedi - conhecida como jararaca pintada e jararaca-de-rabo-
branco. Habita principalmente as regifes secas, sendo considerada uma das
espécies mais perigosas.
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
Bothops pradoi - popularmente chamada de jararaca do Estado do Espirito
Santo ou da Bahia, encontrada predominantemente em determinadas regides
desses estados.
Recentemente foi relatado a descoberta de uma nova espécie do género
Bothrops, presente na ilha de Alcatraz, litoral norte do Estado de Sdo Paulo
chamada de Jararaca de Alcatrazes. A espécie devera ser batizada como
Bothrops alcatraz (Lima, 2001).
Bothrops moojeni - objeto de nosso estudo por isso iremos falar mais
detalhadamente. Chamada de Caicaca o comprimento total maximo do macho
1225mm, das fémeas de 1532mm e Cauda de 11,0 a 15,9% do comprimento
total. Habita as regides mais quentes e secas. Nogueira (1998), relata " os
dados obtidos pelos autores somado ao grande numeros de relatos de terceiros,
gue indicam que Bothrops moojeni sdo mais comumente encontradas, em
areas Umidas como matas ciliares, campos Uumidos e veredas no Brasil central,
utilizando também de areas antropicas proximas.” Alguns autores (Campbell e
Lamar 1979; Leloup 1984; Borges e Araujo 1998) indicam a preferéncia por
areas Umidas no cerrado. Apesar de primordial mente terrestre, com 0 uso
freqlente de tocas no solo e cupinzeiros (Leloup, 1984) a espécie pode
também usar esporadicamente a 4gua e escalar a vegetacdo (Nogueira, 1998).
Seus habitos alimentares apresentam uma grande diversificacdo. Ja

foram encontrados mamiferos, anfibios, lagartos, serpentes e aves no seu tubo
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digestivo (Nogueira, 1998). Sdo serpentes de movimentos muito rapidos.
Atacam lancando o corpo varias vezes sobre a vitima dando saltos sucessivos
(Roodt et al., 1997). Quanto ao ciclo reprodutivo ¢ marcadamente sazonal,
com nascimento de filhotes concentrado em dezembro, durante a estagédo
chuvosa. A vitelogénese inicia-se em tomo de abril, havendo ovos no oviduto
em fémeas coletadas no més de julho. A partir de outubro foram detectados os
embrides, e as fémeas coletadas em dezembro apresentavam ninhadas
aparentemente prontas para o nascimento. As ninhadas apresentavam 7 a 32

embrides em fémeas preservadas (Leloup, 1975) (Figura 1).

Figura 01 - Serpente da espécie Bothrops moojeni

2) Caracteristicas e acdes do veneno da Bothrops moojeni
Estima-se que no Brasil por ano ocorram 20.000 casos de acidentes

ofidicos, ocasionando 350 &bitos. A maiorias destes casos deve-se as serpentes
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dos géneros Bothrops 90% e Crotalus 9%, sendo raro os acidentes causados
por Micrurus e Leptomicrurus ou por ofidios do género Lachesis (Brasil,
1998)

Com relacdo aos animais domésticos, os estudos epidemiologicos sdo
escassos (Fonteque, 2001), porém na cidade de Botucatu, estado de Sdo Paulo
foram registrados 149 acidentes ofidicos no periodo de 1972 a 1989, e destes
casos 128 foram causados por serpentes do género Bothrops (Bicudo, 1994).

Em estudo de 46 casos de acidentes ofidicos em humanos em S&o José
do Rio Preto, a Bothrops mooojeni foi a serpente mais comumente envolvida
(Kouyoumdjian e Kouyoumdj ian, 1986).

Kouyoummdjian e Polizelli (1988) estudaram 37 casos de
envenenamentos por picada da serpente Bothrops moojeni, constatando um
prolongamento do tempo de coagulacdo em 73% dos casos, assemelhando-se
aos acidentes por picadas da B.atrox. Os efeitos locais da picada por B.
moojem sdo graves, apresentando numero maior de complicacdes em relacdo
aos acidentes por B. jararaca. As hemorragias sistémicas sdo pouco
frequentes e benignas. As complicagbes ocorreram somente nos casos
inicialmente classificados como moderados ou graves, supostamente em
virtude da maior inoculacdo do veneno que pode chegar a 300 mg de veneno
em uma picada. Administracdo de antiveneno apods a picada em concentracdes
neutralizantes muito elevada, e em tempo rapido, nos casos classificados
inicialmente como grave ndo impediu os aparecimentos de complicacdes
(Kouyoummdjian e Polizelli, 1988 e Roodt et al., 1997).

Os venenos das serpentes dos géneros Bothrops possuem muitas
atividades bioldgicas, entre elas destacam-se a atividade hemorragica,

proteolitica, coagulante, edematogénica, fibrinopénica, trombocitopénica e
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necrosante. Os efeitos se manifestam localmente e sistematicamente (Roodt et
al., 1997).

Ferreira e colaboradores (1992), estudaram o veneno de 9 (nove)
espécies de Bothrops e constataram que o veneno de B. moojeni apresentava
baixas atividades hemorragica, necrosante e coagulante, contudo possuiam
ainda uma alta atividade hemolitica, fosfoslipasica, miotoxica e
edematogénica.

O acidente tem repercussdo clinica devido as caracteristicas coagulante
e proteolitica de seu veneno. A atividade enzimatica e proteolitica do veneno
botrépico origina dor, edema e eritema no local da picada, que serdo mais
intensos de acordo com a quantidade de veneno inoculado durante a picada.
Esses efeitos locais tendem a progredir com formacdo de edema duro,
equimose, bolhas, necrose e celulite (Boer-Lima, 1999). Pode ocorrer também
liberacdo de peptideos para a circulagido com choque periférico e
eventualmente o6bito ( Kouyoumdjian, J A. E Kouyoumdjian, N. C. V., 1986).

O edema causado no acidente botropico €é mediado por
metaloproteinase, fosfolipase A2, produtos eicosandides e ativacdo de
receptores alfa | e alfa 2 adrenérgicos (Ruiz de Torrent et al., 1999)

Hemorragia é uma outra particularidade do envenenamento botropico,
ocasionada pela presenca de proteinas com atividade proteolitica, que contém
célcio e zinco em suas moléculas, denominadas de metaloproteinase (Varanda
e Gianinni, 1994).

As metaloproteinases do veneno atuam diretamente sobre as estruturas
dos vasos sanguineos, provocando extravasamento do 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 (Ownby et al., 1978, Serrano et al., 1993), cercando as
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células endoteliais dos capilares e degradando in vitro fibroectina, laminina,
colageno e gelatina (Serrano et al., 1993).

Assakura e colaboradores (1985) isolaram uma metaloproteinase da B.
moojeni denominada protease A. Esta metaloproteinase tem atividade
proteolitica na caseina e a presenca de Ca* aumenta a sua atividade. Portanto
de grande importéncia nas lesdes vasculares, ocasionando principalmente a
hidrélise da gelatina (Roodt et al., 1997). Além da gelatina, a protease A atua
hidrolisando o colageno do tipo I, fibrinogénio, fibrina e cadeia-P da insulina
oxidada. Quanto a sua atividade hemorragica, ela é considerada baixa (Reichl
e Mandelbaum, 1993).

A protease A em conjunto com outros componentes do veneno, como
peptideos de baixo peso molecular (sistema calicreina-bradicinina), lesam o
endotélio e a camada muscular das artérias e arteriolas, causando hipotenséo e
choque hipovolémico, comum no acidente botropico (Vidal 1988).

Serrano e colaboradores (1993) isolaram trés glicoproteinas da B.
moojeni sendo uma com caracteristica de metaloproteinase denominada MPB
e duas com caracteristica de serinoproteinase denominadas de MSP | e MSP
Il.

A MPB apesar de ser classificada de metaloproteinase, é destituida de
atividade hemorragica e apresenta apenas tracos de atividade hemostética.
Suas principais atividades sdo a hidrolise do colageno tipo I, gelatina e da
fibrina, enquanto que o fibrinogénio sofre degradacéo de sua cadeiay (Reich e
Mandelbaum, 1993).

A B. moojeni apresentou efeito Hemorragico semelhante B. jararaca e
B. jararacussu de uma mesma regido na Argentina (Ruiz de Torrent et al.,
1999) o que difere do efeito observado no Brasil com Bothrops jararaca que

tem alta atividade hemorragica (Ferreira et al., 1992).
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As serinoproteinases incluem enzimas que transformam o fibrinogénio
de mamifero em fibrina, ativando o fator de coagulagdo V e proteina C,
liberando cinina do cininogénio e quebra do complemento C3 na cascata do
complemento (Petretski et al., 2000).

MSP | é uma serinoproteinase com atividade amidolitica e de agregacdo
plaquetaria. Enquanto MSP Il a outra serinoproteinase, possui atividades
esterolitica e amidolitica. Tanto a MSP | quanto a MSP |l assim como a MPB
sdo glicoproteinas destituidas de atividade hemorragica. Elas hidrolisam
fibrinogénio, fibrina, gelatina, colageno 1 e fibronectina (Reichl e
Mandelbaum 1993).

As enzimas trombina-simile ou tipo trombina estdo presentes em
numero variado de espécies das subfamilias Crotalinae e Viperinae.
Apresentam acOes hemostaticas e atuam no fibrinogénio do tipo A ou no
fibrinogénio do tipo B, enquanto a trombina sérica atua em ambos. Isso resulta
na formacdo de um complexo de fibrina facilmente degradado pela plasmina,
ocasionando um quadro de diminuicdo da coagulacdo sangiiinea (Russel, 1983
e Havt, 1999).

A acdo mionecrotica 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., 1997).

Gutiérrez e colaboradores (1986) citam que a membrana celular do
musculo se desestabiliza seletivamente com a acdo das miotoxinas,
provocando um rapido aumento na concentracdo de calcio no citoplasma
causado pelo influxo através dos canais de célcio. Alterando de forma

generalizada a membrana plasmatica.
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Villarroel e colaboradores (1978/79) estudando o veneno de sete
serpentes do género Bothrops concluiram que a serpente B. moojeni induziu a
maior acdo necrotica em cobaias brancas. Ficando demonstrado que as areas
de necrose dependeram diretamente da quantidade de veneno inoculado e do
tempo decorrido para administracdo do antiveneno.

Dentre as inumeras atividades exercidas pelos componentes protéicos,
destacamos a acdo enzimatica e a presenca de toxinas protéicas especificas,
sendo a maioria delas hidrolases (Havt, 1999). Algumas sdo encontradas em
todas as espécies, como a fosfolipase A2 A atividade fosfolipasica €
amplamente encontrada nos venenos botropicos.

As serpentes Bothropsjararaca, Bothropsjararacussu e Bothrops atrox
apresentam alta atividade fosfolipasica (Vidal e Stoppani, 1971; Vidal et al.,
1972). Contudo, ja foram isoladas proteinas com atividade de fosfolipases A2
dos venenos de Bothrops neuwiedi (Vidal e Soppani, 1971) Bothrops asper
(Gutierrez et al., 1984), Bothrops alternatus (Nisenbom et al., 1986) e
Bothrops moojeni (Reichl et al., 1989).

A fosfolipase A2 hidrolisa as ligacdes 2 -acilas das fosfatidilcolinas e
das fosfatidiletanolaminas com liberagdo dos é&cidos graxos e formacdo de
lisofosfolipides como lisolectinas (Havt, 1999). Elas sdo divididas em dois
grupos maiores sendo um intracelular ou citosélico (cPLA2), com alto peso
molecular e encontrado em varias células, enquanto o outro é extracelular ou
secretério (SPLA?2), de baixo peso molecular e sdo encontrados nos venenos de
serpentes e suco pancreatico dos mamiferos (Glace et al., 1993 e Castro et al.,
2000)

De acordo com as estruturas primarias e locacdo das células, as
fosfolipases secretérias podem ser divididas em trés subgrupos: o primeiro foi

obtido dos venenos de serpentes da familia Elapidea e Hidrofidea, e do
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pancreas de mamiferos (suco pancreatico); o segundo grupo obtido dos
venenos de serpentes da familia Crotalidea e Viperidea bem como do liquido
sinovial e das plaquetas de seres humanos; o terceiro grupo pode ser obtido
através do veneno de vespas (Dennis 1994 e Pfeilschifter, 1995).

O segundo subgrupo de fosfolipase A2 pode ser dividido em Asp-49
sPLA2 (esta fosfolipase contém no residuo de acido aspartico um sitio de
ligacdo para o ion Ca" e possui alta atividade enzimatica) ou proteina Lys-49
(contém uma lisina homologa na posicdo 49 e tem pequena ou é destituida de
atividade enzimatica).

Ownby e colaboradores, (1999) apo6s administragdo de PLA? de veneno
de serpente ou porgdo de pancreas em animais, observaram que usualmente a
PLA2 comanda reagdo inflamatoria local, principalmente degranulacdo de
mastécitos aumentando a permeabilidade celular e formacao de edema.

As PLA2 de veneno de serpentes sdo capazes de induzir efeitos
biologicos severos como neurotoxiclade pré ou pés-sinaptica, cardiotoxicidade
miotoxidade, inibicdo da agregacdo plaquetaria, edema, hemolise,
anticoagulacédo, convulsédo e hipotensdo (Kini e lwanaga, 1986 e Soares et al.,
1998)

Moura-Da-Silva e colaboradores (1991) isolaram duas miotoxinas
denominadas JSU-5 e MOO-I das serpentes Bothrops jararacussu e Bothrops
moojeni repectivamente, no qual a JSU-5 era destituida de atividade
fosfolipasica e MOO- | possuia uma alta atividade fosfolipésica , porem,
Lomonte e colaboradores (1990) isolaram a miotoxina | e miotoxina II.
Ambas apresentaram-se como Lys 49 PLA2-simile do veneno da Bothrops
moojeni e sdo destituida de atividade PLA2, hemorragica, anticoagulante e
coagulante, porém poderia ter uma atividade necrdtica grave na fibra do

musculo esquelético, bem como um rapido e transitério edema de pata.
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Além da acdo hemolitica, enzimas com atividade de fosfolipase AZ
também apresentam acBes neurotoxicas pré-sindpticas e miotoxicas, dando
origem a necrose e mioglobinudria (Fohlman e Eaker, 1977).

Ferreira e colaboradores (1970) fracionaram do veneno de Bothrops
jararaca nove peptideos biologicamente ativos. Nestes peptideos observou-se
a presenca de fatores potenciadores de bradicinina. Os fatores potenciadores
de bradicinina encontrados nos venenos Bothropsjararaca, inibem as enzimas
proteoliticas que inativam a bradicinina e catalisam a conversdo da
angiotensina | em angiotensina Il. Este mecanismo foi o principal responsavel
pelo aparecimento de farmacos inibidores da enzima de conversdo da

angiotensina (ECA).

3) ALTERACOES RENAIS

Durante um acidente ofidico uma das consequéncias que traz grande
preocupacdo sdo as alteracdes renais, que foram descritas por varios autores,
como a glomerulonefrite (Seedat et al., 1974), glomerulite e nefrite intersticial
(Sant e Pundare, 1972), artrite e necrose tubular (Sitprija e Boonpucknavig.,
1979), necrose cortical (Varagunam e Panabokke, 1970) e insuficiéncia renal
(Raab e Kaiser, 1966). De todos, a mais relatada tem sido a insuficiéncia renal
aguda.

Aung-khin (1978) apds a injecdo letal do veneno da RusselVs viper em
animais e 7 acidentes em pacientes, observou alteracdes nos rins que
consistiam principalmente em coagulacdo nos glomérulos, hemorragias e
necrose tubular aguda.

Na microscopia observou que os capilares glomerulares estavam

congestos e preenchidos com hemacias dispostas em pilha ou em agregacéo. A



luz dos capilares estavam preenchidas com material eosinofilico granular,
contendo alguns polimorfonucleares e poucos mastécitos. Formas sem
granulacdes também foram vistas. Depositos de fibrina foram observados nos
capilares glomerulares, além de uma grande quantidade de plaquetas e
coagulacdes intraglomerulares, nos espacos de Bowrnan apareciam
hemorragia.

Nos animais ou pacientes que morreram antes de 16 horas foram
observadas degeneracOes das membranas hialinas e a vacuolizacio de células
epiteliais com dilatagdo do tabulo proximal. Apds 24 horas observou necrose
tubular aguda.

Boer-lima e colaboradores (1999) citam que observagbes
histopatolOgicas apds inoculacdo intravenosa do veneno de Bothrops moojeni
em camundongos, causavam as seguintes lesdes renais: vacuolizagdo celular,
descontinuidade da borda de escovas, edema tubular com dano glomerular.
Todas estas lesGes foram atribuidas a atividade proteolitica e de phospholipase
A2,

A atividade  fosfolipdsica pode  produzir  prostaglandinas
vasodilatadoras renais, PGElL PGE2 PGAk PGA2 PGH2 PGI2 e PGG?2,
responsaveis pelo aumento do fluxo sanguineo e consequiente diurese,
natriurese e caliurese ou produz PGF2a cuja acdo é vasoconstritora. Alem das
prostaglandinas, a PLA?2 através da ciclooxigenase, pode ativar o tromboxano
A2 que também possui acdo vasoconstritora, promovendo reducdo do fluxo

sanguineo renal e da taxa de filtracdo glomerular (Bydlowski, 2000).

Endotelina (ETi) é um peptideo de 21 aminoacidos que apresenta uma
acdo vasocontritora renal, sendo secretado no compartimento basolateral do

endotélio e que existe em abundancia no parénquima renal, podendo induzir a
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formacdo de fibrina (Douglas, 2001; Nambi et al., 2001). A formacdo de
fibrina no rim é uma das consequéncias comuns em acidentes ofidicos (Ponraj
e Gopalakrishnakone, 1997; Aung-khin (1977) e Boer-lima et al., 1999).

A insuficiéncia renal aguda (IRA) descrita por varios autores (Amorim
et al., 1969; Amorim e Melo, 1954; Silva et al., 1979; Shastry et al; 1977;
Aung Khin 1978) é a principal causa de morte por acidentes com veneno
ofidicos. Ocorrendo secundariamente aos processos de glomerulonefrite aguda
(Seedat et al., 1974), necrose tubular aguda (Chugh et al., 1981) e necrose
cortical renal (Date e Shastry, 1981), sendo usualmente atribuida ao
sangramento, hipotensdo, colapso circulatério, hemdlise intravascular e
coagulacao intravascular disseminada (Soe-Soe, 1990).

Rabdomidlise é uma condigéo clinica freqliente no envenenamento, esta
condicao associada a mioglobinuria, pode ser uma das causas que leva a IRA,
este fenébmeno tem sido referido como sindrome mio-renal (Zager, 1996).

Rabdomidlise com a conseqiiente formacdo de mioglobina parece ser
proeminente nas primeiras 24 horas apds o envenenamento, sendo causado
pela miotoxina do veneno de diversas serpentes. Ponraj e Gopalakrishnakone
(1997) utilizando 90 pg da miotoxina da serpente Pseudechis australis por via
intramuscular em camundongos albinos, machos, pesando aproximadamente
20g fizeram as seguintes observacdes:

1) A extensdo dos danos musculares causados pela miotoxina determinava a
quantidade de mioglobina que penetrava na circulagdo renal.

2) A concentracdo de mioglobina no tdbulo distai seria controlada pela
mioglobina no tubulo proximal.

3) O pH urinéario influenciava o aparecimento da IRA. Quando o pH da urina

apresentava-se alcalino, tinha-se uma significativa protecdo morfoldgica e
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funcional, enquanto que em condi¢cdes acidas a mioglobindria promovia
IRA.

4) A estase na luz do tdbulo aumentava o contato com a mioglobina
aumentando a citotoxicidade.

5) A diminuicdo do volume intravascular devido a desidratacdo
potencializava vascontricdo e diminuia o ritmo de filtracdo glomerular.

O mecanismo de acdo hipotético realizado na cultura de celulas
lisossémicas e células musculares esqueléticas in vivo sugeriu que a miotoxina
da B. moojeni deveria se ligar a um local ainda ndo identificado na membrana
plasmatica celular. Porém, sugere-se que a miotoxina da B. moojeni penetra na
bicamada da membrana por interagdo hidrofébica, entre os seus botdes,
causando uma desestabilizacdo da membrana e prejuizo na permeabilidade de
ions e macromoléculas, ocorrendo um proeminente influxo de calcio,
iniciando uma série de variacdes de destruicdo celulares; como alteracdo do
citoesqueleto, danos mitocondriais e ativacdo de proteases e fosfolipases
dependentes de célcio (Boer-Lima et al., 1999).

Em estudos usando como modelo rim isolado, Pirotzky e colaboradores
(1984), demonstraram que o rim seria capaz de produzir substancia como
histamina, serotonina e indiretamente, fator de agregacdo plaquetaria (PAF).

Embora muitos destes mediadores ndo estejam envolvidos diretamente
no sistema de perfusdo de rim, as células renais podem liberar
prostaglandinas, citoquinas, bradicinina, fracdo de complemento e fator de
agregacdo plaquetaria (Barraviera e colaboradores, 1995 e Whatly 1989).

Monteiro e Fonteles (1999), concluiram que o veneno da B. jararaca
causa uma nefrotoxicidade direta no rim isolado de rato, alterando

principalmente os parédmetros funcionais e comparam estas alteragdes ao
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observado na insuficiéncia renal aguda, atribuindo ao PAF como sendo um
dos possiveis responsaveis.

Havt e colaboradores (2001), concluiram que alteragBes 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
promovida pelo Fator de Agregacdo Plaquetaria (PAF).

O PAF promove uma vasocontricdo renal com diminuicdo do fluxo
sanguineo, reduz a taxa de filtracdo glomerular, determina a excrecéo reduzida
de sddio pela urina, produz oliguria e retencdo hidroeletrolitica apresenta um
efeito compensador que é a liberacdo de protagladinas vasodilatadoras no rim
(Douglas 2000).

No nosso trabalho procuramos estudar os efeitos causados pelo veneno
da serpente Bothrops moojeni e de suas miotoxinas purificadas em rim isolado

de rato.
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Objetivos Gerais

O nosso objetivo foi analisar os efeitos do veneno da Bothrops moojeni

e de suas miotoxinas no sistema de perfusdo de rim isolado de rato.

Objetivos Especificos

1) Avaliar a toxicidade aguda através da DL5 do veneno da Bothrops
moojeni proveniente do laboratorio de ofidiologia da Universidade Federal do
Ceard (LAROF)

2) Avaliar a acdo do veneno bruto e suas fracGes miotoxina | e
miotoxina Il no sistema de rim isolado, comparando seus efeitos com o grupo
controle e 0s grupos entre si.

3)Avaliar as alteracBes histopatdlogicas renais causadas pelo veneno e

suas fracBes miotoxina | e miotoxina Il apés perfusdo renal.
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MATERIAIS E METODOS

O veneno utilizado em nossos experimentos foi fornecido pelo LAROF
(Laboratério de Ofidico da Universidade Federal do Ceara), pela pessoa do
Dr. Lima Verde. As fracdes do veneno foram isoladas no laboratério do
departamento de Bioquimica da UNICAMP-SP (Universidade de Campinas)
em colaboracdo com o Dr. Marco H Toyama.

1) Toxicidade Aguda (DL50)

Em nosso trabalho foram usados camundongos albinos pesando entre
25-30 g privado de alimento por toda a noite com agua "ad libitum". Divididos
em grupos com 10 animais, sendo 5 machos e 5 fémeas. O veneno foi aplicado
por via intraperitoneal em dose decrescente de 18, 15, 12, 9, 6, 5, 4, 3 e |
mg/kg.
2)Purificagéo do veneno da Bothrops moojeni

Para a purificacdo do veneno da B. moojeni e a obtencdo da Miotoxina |

e Miotoxina Il foram utilizados os seguintes Métodos:

2.1) Cromatografia Troca ibnica em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

Cerca de 200 mg do veneno total da serpente Bothrops moojem foi
dissolvida em tampdao bicarbonato de amonia 50nM, apds a homogeneizacao o
veneno total foi entdo centrifugado a 10000 rpm (4500/g) por | minuto. O
veneno clarificado foi entdo aplicado a coluna Protein Pack SP 5PW (0.78 cm
x 7.0 cm) previamente equilibrada por 20 minutos com o0 mesmo tampao
usado para o preparo do veneno total (bicarbonato de aménia, pH 7,8, 0,05
M). A eluicdo das fracbes do veneno foi feita usando-se gradiente linear (0.05

- 1.0 M) de bicarbonato de amoénia, usando-se um fluxo continuo de 4
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mL/minuto. A deteccdo dos picos foi feita em um detector Uv/visivel modelo
490 A (Waters) usando uma absorbancia de 280 nM.
2.2) HPLC fase reversa

As purificagGes das miotoxihas de B. moojeni por cromatografia de fase
reversa foram feitas como descrito por Toyama et al., (1995).

Cinco miligramas da fracdo que apresentavam atividades de PLA2
foram dissolvidas em 250pl de acido trifluoracético 0.1%(v/v) (solvente A). A
solucéo resultante foi clarificada por centrifugacdo e o sobrenadante aplicado
ao p-Bonpack C-18 column (0.78 cm x 30cm; Wasters 991-PDA System). As
proteinas foram eluidas com um gradiente linear (0 - 100%) de 66.5% (V/V)
acetronila em acido trifluoracético 0,1% (solvente B), usando um fluxo de 2.0
mL/min. O padrédo retirado foi monitorado a 280nM. e as fragcOes coletadas
foram liofilizadas e estocadas a -20°C
Reducéo da carboxy metilacdo da proteina

Um miligrama de toxina purificada foi dissolvida em 6M de cloreto de
guanidina (Merck, Darmstadt, Germany) contendo 0.4 M Tris-HCL e 2mM
EDTA, a um pH final de 8.15, reduzido com DTT ( e carboxy-metilado com
Cl4-4cido iodoacético ( Marangoni et al., 1995). A amostra foi disaliticada em
coluna Sephadex G 25, usando como eluente da coluna é&cido acético 1M a
25'C e 0 achado RC-toxin foi liofilizada.

Procedimento sequencial

A seqliéncia direta do N-terminal foi levada a cabo com a proteina
reduzida carboximetilada que foi sequenciada usando um sequenciador gas
liguido automatico 477A Biosystem (Applied Biosystens). Os aminoacidos
feniltioidantoina (PTH) foram identificados de acordo com o tempo de

retencdo dos 20 aminoéacidos (PTH) padrbes. Os Peptideos contendo (14C)



38

CM-Cys foram monitorados por detectar a taxa de radio atividade usando
contador de centilacdo liquida (Beckmann, model L-250).
Atividade PLA?

A atividade de PLA?2 foi medida segundo o método descrito por Cho
and Kézdy (1991) and Holzer and Mackessy (1996) e modificado para 96
pocos. A mistura padrdo do ensaio continha 200 pL de tampéo (10 mM Tris-
HC1, IO0mM CaC12, I0OmN Nacl, pH 8.0), 20pL do substrato,20 pL de agua e
20 pL da PLA2 no volume final de 260 pL. Depois a adigdo de PLA2 (20 pL),
a mistura foi incubada por volta de 40 min a 37 C e as absorbancias foram
coletadas a cada 10 minutos de intervalos. A atividade enzimatica foi expressa
como a velocidade inicial de reacdo (Vo) e calculada baseada no aumento na
absorbancia depois de 20 minutos. A inibicdo da atividade PLA? pelas
Miotoxina | e Il foi determinada por co-incubacdo de 2 proteinas (1:1, w/w)
por 30 minutos a 37 °C, e analisada a atividade residual enzimética. O pH e a
temperatura da PLA2 foram determinadas por incubacdo das enzimas num
tampéao de diferentes pHs (4,5 - 9,5) e na solucdo tampédo HCL-Tris, pH 8.0 a
370C. Todos os ensaios foram feitos no triplicato e a absorbancia a 425nM,
foram medidos usando o SpectraMax 340 multiwell plate reacler (molecular
Devices, Sunnyvale, CA).
Atividade Miotdxica

Niveis de Creatina Kinase (CK) foram analisados usando o kit
comercial (Merck Granutest 2.5 kit). As miotoxinas foram injetadas na
guantidade de 50pL a uma concentracdo de lpg/pL por via intramuscular em
ratos Wistar machos pesando 90-110 g em um grupo de 6 ratos. Os controles
receberam solucdo salina de 0,15 M NaCl por via intramuscular em
guantidade similar ao do grupo testado, apdés 3 horas os animais foram

anestesiados e o sangue foi coletado pela veia cava abdominal dentro do tubo
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gue continha heparina como anticoagulante. O plasma foi armazenado a uma
temperatura de 40C por no maximo 12 horas antes de ser analisado.
Berfusédo renal

Foram utilizados Ratos Wistar adultos com peso entre 270 e 300g,
machos, oriundos do biotério da Unidade de Pesquisas Clinicas da
Universidade Federal do Ceara. Os animais foram mantidos em jejum
alimentar de 24 horas antes do experimento com o fornecimento de agua "ad
libitum™.

Grupos de animais

Com a finalidade de avaliar os efeitos do veneno da Brothrops moojeni,
como também de duas de suas fracdes a miotoxina | e miotoxina Il, os animais
foram dividido em quatro grupos com 6 animais cada. No grupo controle, 0s
rins foram perfundidos com a solucdo de Kresb-Henseleit modificada com
69% de albumina bovina. Nos demais grupos foram utilizados os mesmos
procedimentos do grupo controle até os 30 minutos de perfusdo, apds este
periodo foi adicionado em 100 mL da solucdo, no segundo grupo, Img de
veneno total liofilizado, enquanto que no terceiro e quarto grupos foi utilizada
0,5 mg das fracOes de miotoxina | e miotoxina Il respectivamente.

O veneno e as fragOes liofilizadas foram diluidos em 1 mL de solugéo
salina (0,9%) e adicionado ao sistema, na solucédo perfusora aos 30 minutos de
cada experimento ficando com a dosagem de 10 pg/mL do veneno, enquanto
que para as miotoxina | e Miotoxina Il a dosagem foi de 5 pg/mL.
Substancias utilizadas na perfusdo renal
Nos experimentos com perfusdo renal utilizamos as seguintes substancias:
NaHCO3 (Synth)

NaH2PO4.H20 ( Synth)
NaCl ( Synth)
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MgSO4.7H20 (Reagen)
CaCl2.2H20 (Reagen)
Manitol (Reagen)
Uréia (Reagen)
KC1 (Merck)
Glicose ( Squibb)
Penicilina G Potassica Cristalina (Squibb)
Heparina (CEME)
Inulina (Sigma)
Pentobarbital Sodico (Cristalia)
SOLUCAO PERFUSORA E SEU PREPARO

A solucdo empregada nas experiéncias foi a de Krebs-Henseleit
modificada, contendo albumina bovina 6g%.

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada, concentrada a 20%, continha
NaCl = 138g, KC1 = 7g, NaH2PO4 . H20 = 3,29, MgSO4. 7 H20 = 5,89 e
Uréia = [0g. 48 horas antes dos experimentos, I00mL desta solucdo foi
separada e acrescidos NaHCU3 = 4,2g , CaCl2.2 H20 = 0,74g, glicose = 2g, e
penicilina G potassica cristalina = 0,05g. Em seguida, o volume foi
completado para 2000mL com agua bidestilada. Foi retirado 300mL desta
solucdo, na qual foi adicionada albumina bovina (6g%). Em seguida, solugdo
foi dialisada com albumina, auxiliada por um homogeneizador. A dialise tem
como objetivo retirar substancias contaminantes como piruvato, citrato e
lactatos (Hanson e Ballard, 1968, Cohen et.al.,1977, Schurek et al., 1970;
Ross 1978).

A solucdo de Kresbh-Henseleit para a dialise foi trocada com 24 horas.

No final, apos 48 horas de didlise, a solucdo perfusora foi acrescida com 0,15¢



de inulina. O pH da solugdo perfusora foi ainda ajustado entre os valores de
7,3 e74.

O SISTEMA DE PERFUSAO RENAL

Nos nossos experimentos foi utilizado o sistema de perfusdo de rim
isolado com recirculagdo, também conhecido como sistema de perfusdo de rim
isolado fechado. Este sistema foi inicialmente baseado nos estudos
desenvolvidos por Bowman e Mack (1974) e Ross (1978). Modificado pelo
trabalho de Fonteles e Moreira Lima (1983), os quais adicionaram um pulméo
artificial do tipo silastico, baseado no modelo de Hamilton e colaboradores
(1974).

Neste sistema o perfusato recircula no rim com uma quantidade de 100
mL de solucdo Krebs-Hanseleit modificada e a oxigenagdo e adaptada ao
sistema (Monteiro 1990).

O sistema de perfusdo de rim isolado com recirculacdo (Figura 2) é
composto por um conjunto de equipamentos cada um deles desempenha uma
determinada funcéo:

1) Condensador - Mantém aquecido o cilindro reto que comporta a solucédo do
experimento;

2) Coletor de urina - Frasco que recebe a urina do rim montado no sistema,
trocados em intervalos de 10 minutos;

3) Seringa coletora de perfusdo - Coletor da solucdo de perfusdo no sistema
feita em intervalos de 10 minutos;

4) Bomba de perfuséo (Watson) - Bombeia a solucdo de perfusdo no sistema,
apresenta cinco velocidades;

5) Filtro de millipore (8pm) - Filtra a solucdo perfusora;

6) Banho Maria - aquece o oxigenador ou o pulmédo artificial mantendo a

temperatura constante entre 37 °C;
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7) Fluxdmetro - Mede o fluxo da solucéo;
8) Man6metro de mercurio -Mede a pressdo do perfusato;
9) Catabolhas - Retira as bolhas formadas evitando assim embolia no rim;

10)Oxigenador ou pulmao artificial - Promove as trocas gasosas (95% de CF e
5% de CO2)

Figura 02 - Sistema de perfusdo de rim isolado com recirculacédo
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Cata bolhas
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Figura 03 - Representacdo grafica do sistema de perfusdo de rim isolado com

recirculagdo
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PREPARO DO SISTEMA

Antes de cada experimento o sistema foi lavado com detergente e
depois calibrado.

A calibracdo foi sempre feita com o sistema em funcionamento na
presenca de solucdo fisioldgica a 0,9%, aquecida na temperaturas de 37 C. A
cada unidade da bomba de perfusdo (1,2,3,4 e 5), foi coletado a solucédo por !
minuto em proveta milimetrada (fluxo na ponta da canula arterial), e anotada a
medida do fluxdmetro e a pressdo de perfusdo, através do manbémetro de
mercurio ligado ao sistema. Para melhor adaptacdo do sistema as unidades de
bomba, foram estabelecidos 3 minutos de intervalos entre cada coleta.

A calibracdo é feita com o objetivo de conhecer o fluxo de perfusdo em
face da resisténcia da propria céanula arterial. Para tanto, os resultados de
calibracdo obtidos nos quatro grupos tratados, foram compilados em curvas,
onde foi plotado a velocidade da bomba no eixo das abscissas contra a pressao
de perfusdo, volume de salina coletado (fluxo) e o valor obtido no fluxémetro
no eixo das ordenadas ( Gréaficos 1,2 e 3).

TECNICA CIRURGICA

Apobs a anestesia do animal com Pentobarbital Sédico na dose de
50mg/Kg intraperitoneal (IP), foi injetado na veia femural, devidamente
identificada, 3ml de manitol a 20 % , com intuito de melhorar o acesso
cirurgico ao ureter. Apos assepsia do abdémen, foi realizada uma incisdo da
parede abdominal com base na linha alba e duas incisdes perpendiculares a
primeira no meio da parede, para aumentar o campo cirdrgico. Rebatidas as
visceras para o lado esquerdo para visualizagdo do rim direito e consequente
limpeza dos tecidos presentes na area. Em seguida, o ureter foi isolado e

canulado com tubo de polietileno (PE50). Com o intuito de evitar interferéncia
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fisiologica da glandula adrenal direita no experimento, esta foi identificada,
isolada e seccionada, para com isso providenciar a descapsulagdo do rim.
Cumpridos estes procedimentos, a artéria renal foi canulada 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 fixamos cénula e
artéria. Logo a seguir, o oOrgdo foi isolado com pingas e seccionado,
promovendo a retirada do rim e ureter. Devidamente liberado, o rim ja
aclopado ao sistema, passa por um periodo de adaptagdo in vitro de
aproximadamente 30 minutos ( Figura 03).
PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram iniciados apos a adaptacdo do érgédo ao sistema
num tempo de aproximadamente 20 minutos. O tempo total de perfusdo do
orgdo foi de 120 minutos. Durante esse periodo, foram coletados a cada 5
minutos as medida do fluxdmetro e a pressdo do perfusato. Em intervalos de
10 minutos, de maneira intercalada, foram coletados a urina e o perfusato, de
modo que na hora de coletar o ultimo ndo se trocava o coletor de urina e vice e
versa. Estes frascos com urina foram pesados e, juntamente com os frascos de
perfusato, mantidos em temperatura de -20C para permitir posteriores
dosagens de potassio, sédio, cloro, inulina e osmolaridade. Sempre aos 30
minutos do inicio do experimento, administramos veneno da Bothrops
moojeni para os ratos do segundo grupo e miotoxina | e miotoxina Il nos
terceiro e quarto grupos respectivamente.

Com o rim direito montado no sistema, o rim esquerdo foi coletado para
controle, o qual foi pesado e retirado um fragmento para posterior exame
histopatologico. Apo6s o fim do experimento, foi realizado o mesmo

procedimento com o rim direito.
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« 4) AVALIACAO BIOQUIMICA

Perfusatos e urinas foram coletados em intervalos de 10 minutos, de
forma intercalada, conforme o protocolo experimental acima descrito. Com
este material foram realizados testes bioquimicos de dosagem de sodio e
potassio, pelo método de fotometria de chama (Flame photometer - modelo
443IL). 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 hidrolise direta, descrita por Fonteles e Leibach (1982).
Finalmente foi medida a osmolaridade das amostras com um osmoémetro (
vapor Pressur osmometer - modelo 5100c ESCOR). Todas as analises
bioquimicas foram realizadas na Unidade de Pesquisas Clinicas da
Universidade Federal do Ceara.
5) HISTOLOGIA

Apo6s cada experimento, fragmentos dos dois rins foram retirados e
acondicionados em frasco de formol 10% para proceder a andlise histoldgica.
Estes fragmentos foram desidratados, diafanizados e em seguida cortados,
numa espessura de 5pm. Procedeu-se a coloracdo do material por
hematoxilina-eosina e as laminas foram analisadas por microscépio 6ptico
(Nikon).

Todas as laminas da perfusdo foram confeccionadas no Laborat6rio de
Anatomia Patologica - Biopse, e avaliadas no Departamento de Patologia e

Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara.



Figura 03 - Técnica cirargica (A=fveia femural, B= ureter canulado e C= canula arterial)
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Grafico 1 - Calibragdo do sistema. Velocidade da bomba X Pressdo de perfusdo
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6) CALCULO DOS PARAMETROS RENAIS

foram Utilizadas as seguintes férmulas para determinagdo dos
parametros funcionais renais (Martinez-Maldonado et al.,1978; Fonteles
1980):
PP - pressdo de perfusdo (mmHg) - obtido do manémetro de mercurio
FU - fluxo urinério (ml.g'l. min’l)-

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

FPR - fluxo plasméatico renal (ml.g ".min'l)

FPR = Fluxo registrado a cada IOmin/intervalo de tempo x peso do rim

RVR - resisténcia vascular renal (mIHg/ml.g".mm?") =
RVR = PP/FPR
RFG - ritmo de filtracdo glomerular (ml.g"l .min'l) =
RFG = DOUiIn/DOPIn x FU, onde
DOUin = densidade otica da inulina na urina
DOPin = densidade 6tica da inulina no perfusato
FNat - sédio filtrado (pEqg.g' .min'l)
FNat = RFG x PNat, onde
PNat = concentracdo de sodio no perfusato
ENat - sodio excretado (pEqg.g'l. min'l)

ENa+ = FU x UNa+, onde



UNat+ = concentracédo de sodio na urina

TNat - sédio transportado (pEq.g'l .min'l) =
TNat = FNat - ENa+t
%TNat - percentual de sédio transportado =
%TNat+ = TNat x 100 / FNat
Coms - clearance osmotico (ml.g’l .min'l)=
Coms  (U0sm / f*osm) x FU, onde
Uosm ~ osmoralidade urinaria
P0Sm = osmoralidade do perfusato
CH2o - clearance de agua livre (ml.g".min'l) =
CH20 = FU -Cosm
dTNat - transporte distai de soédio (ml.g'l . min'l) =
dTNat+ = CH20 x PNat
AdNat - aporte distai de sédio (pEq.g' .min'l)

AdNa+ = dTNa+ + ENat

pTNat - transporte proximal de sodio (pEq.g'l .min')

pTNat+ = FNat+ x AdNat

52
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%pTNa - percentual de transporte proximal de sodio
%pTNat = pTNat xIOO/FNat

Todos os calculos feitos para a determinacdo dos parametros do sédio,

acima citados, foram repetidos para o potassio e cloro.

7) ESTATISTICA

utilizou-se um computador PC Pentium (333Hz) e programa Graphpad
para andlise estatistica dos dados, expresso por média + EPM. Os valores dos
parametros renais dos quatro grupos aqui avaliados foram comparados por
ANOVA (bonferoni teste) e teste T Student pareado, com significancia de *
p< 0,05. Enquanto na DL50 foram utilizados o teste de regressdo linear e o

método do probito.

Todas as tabelas e graficos, os parametros renais foram avaliados e
estudados de acordo com a variavel de tempo, e os dados compilados em

intervalos de 30 minutos.
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RESULTADOS

Utilizou-se o0 Teste de Regressdo Linear para determinar a toxicidade
aguda DL50 que foi de 5,61 = 0,44 mg/kg enquanto que pelo método dos
probito (Miller e Tainter, 1948) a DL50 foi de 5, 298 mg/kg com intervalo de
confianca de 95% (4,771 a 5,883).

1) Purificacdo das miotoxinas da Bothrops moojeni

Fosfolipases A2 béasicas do veneno bruto da B.moojeni foram isoladas
usando HPLC por cromatografia de troca idonica (Figura 04). As principais
miotoxinas encontradas, possuiam uma massa molecular de 15 kDa, foram
denominadas de miotoxinas | (Bmtx-lI) e miotoxinas Il (BmtxIl) e foram
eluidas no ultimo pico no cromatograma usando bicarbonato de amoénia na
concentracdo de 0.6 M. A repurificacdo destas toxinas no HPLC fase reversa
mostraram que as fragbes da B.moojeni foram  purificadas em alta
homogenidade que foi confirmada por tricine PAGE-SDS eletroforese (Figura

05 e Figura 06).

A composicdo de aminoacidos dessas proteinas mostrou que, tanto
Bmtx | e Bmtx Il tinham 14 meia cisteina, que indicavam 7 pontes
disulfidricas. O alto conteddo das bases como lisina e arginina indicam que

elas possuem um forte caracter basico (Figura 07).

Quando comparadas com outras PLA? miotdxicas basicas, como Prtxl
iIsoladas por Toyama et al., (1999), Bthtx -1 e miotoxina Il da Bothrops asper
( Figura 08). Bmtx-I e Bmtx Il mostram uma sequéncia de aminoacido similar

em aproximadamente 95%. Bmtx-l e Bmtx Il ndo exibem alto grau de



55

homologia com asp 49 como outras miotoxinas encontradas nos venenos de

outras serpentes.
Perfusao renal
Grupo controle

Este grupo perfundido somente com solucdo Krebs-Hanseleit modificada a
6g% (n = 6) apresentou todos os parametros fisiolégicos dentro da
normalidade (tabela 1 a 14 e grafico 4 a 17) e foram comparados aos grupos

tratados com veneno, miotoxina | e miotoxina Il.
Veneno bruto

Com relacdo ao grupo controle o veneno bruto apresentou uma
diminuicdo na pressao de perfusdo (PP) aos 60 minutos com significancia aos

90 minutos permanecendo até do final experimento (tabela ! e gréfico 4).

Quanto ao efeito na resisténcia vascular renal (RVR), foi observado que
0 veneno causou uma diminuicdo deste paramétro aos 60 minutos, porém
como aconteceu na pressao de perfusédo, esta diminuicdo foi significativa em
relacdo ao grupo controle aos 90 minutos, persistindo até o final do

experimento (tabela 2 e gréafico 5).

O veneno apresentou uma reducdo significativa no fluxo urinario (FU)
aos 60 minutos conforme se pode observar na tabela 3 e grafico 6, quando
comparado ao grupo controle. Depois desta diminuicdo observou-se que aos
90 minutos acontece um aumento do fluxo, retomando a valor semelhante

com o controle e um aumento significativo aos 120 minutos (tabela 3 e grafico

6).



56

O efeito produzido no ritmo de filtracdo glomerular (RFG) foi uma
diminuicdo significativa aos 60 minutos. Aos 90 minutos foi observado um
aumento RFG retomando aos parametros normais, no terco final do
experimento (120min) o RFG aumentou significativamente quando
comparado ao grupo controle, (tabela 4 e grafico 7).

Com relacdo ao percentual de transporte tubular de sodio (%TNat)
observou-se uma queda a partir dos 60 minutos, sendo significativo aos 90
minutos permanecendo assim até o final dos experimentos (tabela 5 e gréafico
8)

Foi observado que no percentual de transporte tubular proximal de
sédio (%opTNat) houve uma queda significativa aos 90 minutos, mantendo-se
até o final do experimento quando comparado ao grupo controle (tabela 6 e

grafico 9)

O efeito produzido pelo veneno no transporte tubular de potassio
(%TKH+), foi de queda significativa quando comparado ao grupo controle, aos

90 minutos persistindo até os 120 minutos (tabela 7 e grafico 10).

O efeito do veneno com relacéo ao grupo controle no transporte tubular
proximal de potassio (%pTK+) foi de uma queda significativa somente aos 120

minutos (tabela 8 e grafico 11).

Quanto ao percentual de transporte tubular de cloro (%TCF) foi
observado uma queda significativa aos 90 minutos prosseguindo até os 120

minutos, quando comparado com o grupo controle (tabela 9 e grafico 12).

O efeito produzido pelo veneno no percentual do transporte tubular
proximal de cloro (%pTCF) foi estatisticamente significativo aos 90 minutos

em relacdo ao grupo controle (tabela 10 e grafico 13).
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No parametro referente a excrecdo de sodio (ENat) foi observada uma
diminuicdo aos 60 minutos sendo estatisticamente significativo com relacdo
ao controle, seguido a um aumento significativo aos 120 minutos (tabela 11 e

grafico 14).

Foi observada uma diminuicdo aos 60 minutos na excrecdo de potassio
(EK+) ocasionado pelo veneno em comparagdo ao controle, com posterior
aumento aos 120 minutos (tabela 12 e grafico 15).

Com relacdo a excrecdo de cloro (ECf), o veneno promoveu uma
diminuicdo aos 60 minutos em relacdo ao controle, seguido de aumento ao
final dos experimentos conforme (tabela 13 e gréafico 16).

Com relagdo ao clearance osmético (Cosm) o veneno bruto foi
estatisticamente significativo ao grupo controle aos 120 minutos (tabela 14 e

grafico 17).

Miotoxina | (Bmtx-I)

A miotoxina apresentou um aumento na pressdo de perfusdo (PP)
inicialmente aos 60 minutos, mas sendo estatisticamente significativo aos 90
minutos permanecendo aumentada até o final do experimento (tabela 1 e
grafico 4).

Quanto ao efeito na resisténcia vascular renal (RVR) foi observado um
comportamento similar ao grafico de pressdo de perfusdo ou seja um aumento
significativo aos 90 e 120 minutos (tabela 2 e grafico 5).

O aumento no fluxo urinario (FU) foi significativamente estatistico aos

120 min quando comparado com o grupo controle (tabela 3 e grafico 6).
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O ritmo de filtracdo glomerular (RFG) aumentou com esta toxina aos
120 minutos somente com relacdo ao grupo controle (tabela 4 e grafico 7).

O efeito causado pela miotoxina | no percentual de transporte tubular de
sédio (% TNat) foi uma diminuicdo significativa em relacdo ao grupo controle
aos 90 e 120 minutos (tabela 5 e grafico 8).

No percentual do transporte tubular proximal de sédio (YopTNat) houve
uma diminuigdo neste transporte quando comparado com o grupo controle aos
90 e 120 minutos (tabela 6 e gréafico 9).

Observou-se uma diminui¢do no transporte tubular de potassio (%TKH+)
aos 60 minutos sendo progressiva até os 90 minutos, permanecendo neste
patamar até o final dos experimentos (tabela 7 e grafico 10).

Foi observado, logo aos 60 minutos, uma diminuicdo bastante
significativa no percentual de transporte tubular proximal de potassio
(%pTK+) desta miotoxina permanecendo até o final do experimento (tabela 8
e grafico 11).

Com relacédo aos efeitos produzidos no percentual de transporte tubular
de cloro (% TCf) observou-se uma diminui¢do deste transporte com relacédo ao
grupo controle (tabela 9 e grafico 12).

Quando foi relacionado ao grupo controle no percentual do transporte
tubular proximal de cloro (%pTCF), a miotoxina | apresentou uma queda
significativa, que se inicia aos 60 minutos persistindo até o final do
experimento (tabela 10 e grafico 13).

Na excrecdo do sédio (ENat) o aumento foi significativo, quando
comparado com o grupo controle aos 90 minutos persistindo até o final

experimento (tabela 11 e gréfico 14).
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A excrecdo de potéssio (EK+) esta aumentada aos 90 minutos quando
comparado ao controle permanecendo assim até o final do experimento (tabela
12 e grafico 15).

Na excrecdo de cloro (EC1'), observou-se um aumento significativo aos
90 e 120 minutos (tabela 13 e gréafico 16).

A miotoxina | tem um aumento significativo do clearance osmotico

(COsm) somente aos 120 minutos (tabela 14 e grafico 17)

Miotoxina Il (Bmtx-I1)

Os resultados obtidos com a dose utilizada nos experimentos. A
miotoxina Il quando comparada com o grupo controle, somente alterou
significativamente um parametro, que foi o percentual de transporte tubular de
potassio (%opTKH+). Foi observada uma diminuicéo transitoria aos 90 minutos.

(Tabela 7 e Gréfico 10).
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ira 05 - Cromatografia de troca idnica do veneno de Bothrops moojeni, na coluna do Protein Pack
>PW. As principais fragGes miotdxicas foram identificadas como miotoxina | (BMtx-I) e miotoxina

>mtx I1).
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ira 06 - A repurificacdo da miotoxina I (Bmtx-I) em HPLC fase reversa mostra a presenca de um
I de eluicdo (Bmtx-1). A eletroforese em gel de PAGE-SDS Tricina confirmou a homogeneidade

ecular da fracdo como mostrada na figura ao lado.



A220nm (

igura 07 - A repurificacdo da miotoxina Il (Bmtx-11) em HPLC fase reversa mostra a presenca de um
ico de eluicdo (Bmtx-1I). A eletroforese em gel de PAGE-SDS Tricina confirmou a homogeneidade
lolecular da fragdo como mostrada na figura ao lado.



Arnirio acids Bmtx-1 Bmtx-2

Asx> 13 14
Thr 6 7
Ser 4 4

Glx* 11 8
Pro 7 7
Gly 12 11
Ala 7 7

V2 Cys** 14 14
Vai 4 4
Met 1 1

lle 3 3
Leu 12 12
Tyr 10 10
Phe 2 2
Lys 14 15
His 2 2
Arg 6 7
Tf-pm** 1 1
Total 129 129

a 08 -Sequéncia de aminoacido N-terminal da miotoxina | (Bmtx-1) e miotoxina Il (Bmtx II)
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1 10 20 30 40 50

X-1 SL VE LGKMILQET GKNPAKSYGAY GCNCGVLGRGKPKDATDRCCY VHKCC ...
X-Nn SLFELGKMILQETGKNPAKSYGVYGCNCGVG GRGKPKDATDRCCYVHKCC Z...

-l SLFELGKMILQETGKNPAKS YGAY GCNCGVL GRGKP KDATDRCC YVHKCC ? ...

64

Tx-1 SLFELGKMILQETGKNPAKS YGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC YK...

atoxinH SL FELGKMILQETG KNPAKS Y GAY GCNCGV LGRG KPKDATDRCCY VHKCC YK...

jtoxinHI SL 1 EFAKMILE ETKRLPF PYY PPYGCY PKDATDRCCFVHDCC YGK...

L-Vllla SL LEFGKMILEETGKLAIPSY SSYGCY CQWGwu KGT PKDATDRCC F VHDCC YG...

Ex-1I DLWQWGOQOQMILt ETGKLPFPYY TT YCGWGGRGK PTDRCCFVHDCC YK...

ra 09 - Bmtx-1 e Bmtx Il quando comparadas com outras miotoxinas fosfolipasica K49 e D49.
Iro indica a alta sequéncia de homologia.
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TABELA 1: Efeito do veneno bruto, miotoxina | e miotoxina Il da B. moojeni na pressdo de perfusao renal (PP)

Variaveis (mmHg) 30 min 60 min 90 min 120 min
Controle 1174 + 1,2 119,1 £0,6 116,6 £0,5 113,5 £0,8
Veneno 122,9 +4,6 95,4 + 83 72,8 £6,9* 78,8 £7,1*
Miotoxina | 111,6 +£3,5 138,1 5,4 155,6 + 4,8* a 169,2 + 5,0*a
Miotoxina Il 111,2 £2,0 113,3 +2,6 112,6 £ 2,3 bc 120,9 + 2,6hc

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre 0s grupos

tratados e 0 grupo controle; a = diferenca estatistica entre o veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina Il; ¢ = diferenca
estatistica entre a miotoxina | e miotoxina Il.
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m Controle OVeneno 1 Miotoxina | OMiotoxina 11

Gréfico 4 - Efeitos na pressdo de perfusdo renal (PP) na auséncia (controle) e presenca do veneno bruto (IOpg/mL), miotoxina | (5ug/mL) e miotoxina Il
(5pg/mL) do veneno de Bothrops moojeni. Dados expressos por media + EPM e analisados por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05. * = diferenca estatistica

entre 0s grupos tratados e o controle; a = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina II; ¢ =
diferenca estatistica entre miotoxina | ¢ miotoxina 1.
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TABELA 2: Efeito do veneno bruto, miotoxina | e miotoxina Il da B. moojeni na resisténcia vascular renal

Variaveis 30
(mmHg/ml.gAmm1)

Controle 5,28 + 0,04
Veneno 521 +0,21
Miotoxina | 5,03 £0,24
Miotoxina Il 5,02 +£ 0,20

60

5,54 + 0,09
4,12 +0,39
6,20 + 0,30
511 +0,21

90

5,53 £ 0,07
3,20 +0,35*
6,98 + 0,27*a
5,07 £ 0,17 bc

120

5.22 0,16
3,47 +0,36*
7,60 +0,31* a
5,44 + 0,16 hc

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre 0s grupos
tratados e o grupo controle; a = diferenca estatistica entre o veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina II; ¢ = diferenca

estatistica entre a miotoxina | e miotoxina Il
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m Controle O Veneno 1 Miotoxina | 1 Miotoxina Il

Gréfico 5 - Efeitos na resisténcia vascular renal (RVR) na auséncia (controle) e presenca do veneno bruto (IOpg/mL), miotoxina | (5pg/mL) e miotoxina Il
(5pig/mL) do veneno de Bothrops moojeni. Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05. * = diferenca estatistica
entre 0s grupos tratados e o controle; a = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina Il; ¢ =
diferenca estatistica entre miotoxina | e miotoxina I.
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TABELA 3: Efeito do veneno bruto, miotoxina | e miotoxina Il da B. moojeni no fluxo urinario (FU)

Variaveis
(ml.g'lmin")
Controle
Veneno

Miotoxina |

Miotoxina Il

30

0,129 +0,002
0,137 0,013
0,113 +0,009
0,112 +0,006

TABELA 3

60

0,148 +0,003
0,066 +0,012*
0,164 + 0,017a
0,132 +0,007

90

0,159 +0,002
0,151 +0,026
0,236 + 0,035
0,144 +0,005

120

0.150 +0,002
0,397 +0,039*
0,296 + 0,037*a
0,164 + 0,010 hc

Dados expressos como média £ EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre 0s grupos

tratados e 0 grupo controle; a = diferenca estatistica entre o veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina Il; ¢ = diferenca
estatistica entre a miotoxina | e miotoxina Il.
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m Controle OO Veneno OMiotoxina | & Miotoxina 1l

Gréfico 6 - Efeitos no fluxo urinario (FU) na auséncia (controle) e presenca do veneno bruto (10p.g/mL), miotoxina | (5pg/mL) e miotoxina Il (5p.g/mL) do
veneno de Bothrops moojeni. Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05. * = diferenca estatistica entre os
grupos tratados e o controle; a = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina II; ¢ = diferenca
estatistica entre miotoxina | e miotoxina 1.
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TABELA 4: Efeito do veneno bruto, miotoxina | e miotoxina Il da B. moojeni no ritmo de filtracdo glomerular
(RFG)

Variaveis 30 60 90 120
(ml.g'l.min')

Controle 0,606 + 0,032 0,625 +0,010 0,583 + 0,038 0,617 £ 0,022
Veneno 0,649 +0,051 0,301 +0,063* 0,507 +0,120 1,512 +0,039 *
Miotoxina | 0,565 + 0,032 0,623 + 0,076 0,832 +0,192 0,886 +0,149 *a
Miotoxina Il 0,548 + 0,052 0,602 + 0,043 0,567 + 0,042 0,781 £0,091 b

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre 0s grupos

tratados e o grupo controle; a = diferenca estatistica entre o veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina Il; ¢ = diferenca
estatistica entre a miotoxina | e miotoxina Il.
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Gréfico 7 - Efeitos no ritmo de filtragdo glomerular (RFG) na auséncia (controle) e presenca do veneno bruto (IOpg/mL), miotoxina | (5p.g/mL) e miotoxina I
(5pg/mL) do veneno de Bothrops moojeni. Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05. * = diferenca estatistica
entre 0s grupos tratados e o controle; a = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina I.
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TABELA 5: Efeito do veneno bruto, miotoxina | e miotoxina Il da B. moojeni no percentual do transporte tubular

de sédio (TNat)

Variaveis % 30

Controle 81,82 £0,21
Veneno 82,12 + 1,08
Miotoxina | 84,27 + 0,94
Miotoxina Il 80,38 + 1,19

60

81,95 +0,14
75,03 +2,59
78,09 + 1,44
79,69 + 1,23

90

81,17 +0,25
62,05 +3,19 *
70,70 £3,15 * a
76,27 = 1,57 b

120

81,21 +0,30
55,74 +4,58 *
66,43 + 3,15 *a
79,34 + 1,63 hc

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

tratados e o grupo controle; a = diferenca estatistica entre o veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina I1; ¢ = diferenca

estatistica entre a miotoxina | e miotoxina Il.
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Gréfico 8 - Efeitos no percentual de transporte tubular de sodio (%TNat) na auséncia (controle) e presenca do veneno bruto (10p.g/ml), miotoxina | (5pg/ml) e
miotoxina Il (5pg/ml) do veneno de Bothrops moojeni. Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05. * =
diferenca estatistica entre os grupos tratados e o controle; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina Il; ¢ = diferenca estatistica entre miotoxina | e

miotoxina I1.
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TABELA 6: Efeito do veneno bruto, miotoxina | e miotoxina Il da B. moojeni no percentual transporte tubular

proximal de sédio (%pTNat)

Variaveis % 30

Controle 79,77 £ 0,60
Veneno 80,33 = 1,20
Miotoxina | 81,53 + 1,16
Miotoxina Il 77,80 + 1,42

60

78,37 +0,58
74,70 + 2,39
74,29 + 1,98
77,39 + 1,46

90

77,63 + 0,46
61,80 +3,06 *
67,35 £3,94 *
73,48 = 191 he

120

76,89 +0,35
55,43 +4,58*
63,40 +£3,81*
77,19 + 1,840

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre 0s grupos

tratados e o grupo controle; a = diferenca estatistica entre o veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina Il; ¢ = diferenca

estatistica entre a miotoxina | e miotoxina Il.
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Grafico 9 - Efeitos no percentual de transporte tubular proximal de sodio (%pTNat) na auséncia (controle) e presenca do veneno bruto (IOpg/mL). miotoxina !
(5ug/mL) e miotoxina Il (5]_ig/mL) do veneno de Bothrops moojeni. Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferoni t teste) com p<
0,05. * = diferenca estatistica entre os grupos tratados e o controle; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina II; ¢ = diferenca estatistica entre
miotoxina | e miotoxina II.
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i AtitLA /: Uteito ao veneno bruto, miotoxina 1 e miotoxina il Ua ti. moojeni no percentual ao transporte tubular

de potéssio (% TK+)

Variaveis % 30

Controle 72,99 = 1,01
Veneno 75,13 + 1,64
Miotoxina | 72,29 + 1,98
Miotoxina Il 73,35 +1,74

60

72,79 + 0,53
69,70 + 3,22
61,50+2,31*
71,70 £2,09

90

75,22 + 141
62,97 +3,31*
49,24 + 4,67*a
66,61 +2,29 *c

120

76,87 + 0,44
56,55 +4,42*
48,32 +4,30* a
71,64 2,29 e

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre 0s grupos

tratados e o grupo controle; a = diferenca estatistica entre 0 veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina II; ¢ = diferenca

estatistica entre a miotoxina | e miotoxina II.
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Gréfico 10 - Efeitos no percentual de transporte tubular de potassio (%TK+) na auséncia (controle) e presenca do veneno bruto (IOpg/mL), miotoxina I (5pg/mL)
e miotoxina Il (5pg/mL) do veneno de Bothrops moojem. Dados expressos por média £ EPM e analisados por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05. * =

diferenca estatistica entre os grupos tratados e o controle; a = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina I; ¢ = diferenca estatistica entre miotoxina | e
miotoxina Il.
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TABELA 8: Efeito do veneno bruto, miotoxina | e miotoxina Il da B. moojeni no percentual do transporte tubular

proximal de potéssio (%pTK+)

Variaveis % 30

Controle 71,33 £1,01
Veneno 73,34 £ 172
Miotoxina | 69,55 + 1,89
Miotoxina Il 70,77 £ 1,99

60

72,63 = 0,53
69,37 +3,03
57,70+2,52%*3
69,41 +2,30c

90

68,84 + 1,41
62,72 +£3,18*
45,89 * 5,26*a
63,82 + 2,67 ¢

120

74,28 + 0,44
56,24 +4,43*
45,29+4,84%*3
69,50 +2,520¢

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre 0s grupos

tratados e o grupo controle; a = diferenca estatistica entre o veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina Il; ¢ = diferenca

estatistica entre a miotoxina | e miotoxina Il.
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Gréfico 11- Efeitos no percentual de transporte tubular proximal de potéssio (%TKt+) na auséncia (controle) e presenca do veneno bruto (liipg/mL), miotoxina |
(5pg/mL) e miotoxina Il (5pg/mL) do veneno de Bothrops moojeni. Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferoni t teste) com p<

0,05. * = diferenca estatistica entre os grupos tratados e o controle; a = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina I; ¢ = diferenca estatistica entre
miotoxina | e miotoxina Il.
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TABELA 9: Efeito do veneno bruto, miotoxina | e miotoxina Il da B. moojeni no percentual do transporte tubular

de cloro (%TC1")

Variaveis % 30

Controle 79,85 + 0,95
Veneno 80,67 +£2,13
Miotoxina | 79,42 + 3,60
Miotoxina Il 77,66 £ 2,93

60

81,37 + 1,87
77,48 £5,12
71,46 3,76
76,89 +2,57

90

78,45 + 1,20
63,86 +7,69*
61,79 +£5,53*
73,80 £2,98 e

120

78,95 + 1,65
58,49 + 10,10*
62,62 +5,86*
77,39 £2,89 hc

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre 0s grupos

tratados e o grupo controle; a = diferenca estatistica entre 0 veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina Il; ¢ = diferenca

estatistica entre a miotoxina | e miotoxina Il.
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Gréfico 12 - Efeitos no percentual de transporte tubular de cloro (%TC1') na auséncia (controle) e presenca do veneno bruto (10p.g/mL), miotoxina | (Spg/mL) e
miotoxina I (5pg/mL) do veneno de Bothrops moojeni. Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05. * =
diferenca elsltatistica entre os grupos tratados e o controle; a = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina I; ¢ = diferenca estatistica entre miotoxina | e
miotoxina 1.
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TABELA 10: Efeito do veneno bruto, miotoxina | e miotoxina Il da B. moojem no percentual doTransporte tubular

proximal de cloro (%pTCf)

Variaveis % 30

Controle 78,81 +0,65
Veneno 78,93 £2,54
Miotoxina | 76,69 + 3,44
Miotoxina Il 75,08 +£3,30

60

80,50 + 1,54
77,07 £4,57
67,66 +4,61*
74,59 +2,99

90

78,58 +0,35
63,03 +7,34*
58,44 +6,85*
71,01 +3,54hc

120

78,03 £ 0,55
58,39 + 10,15*
59,59 +6,93*
75,24 + 3,29

Dados expressos como média £ EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre 0s grupos

tratados e o grupo controle; a = diferenca estatistica entre 0 veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina II; ¢ = diferenca

estatistica entre a miotoxina | e miotoxina Il.
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Gréfico 13 - Efeitos no percentual de transporte tubular proximal de cloro (%pTCL') na auséncia (controle) e presenca do veneno bruto (IOpg/mL), miotoxina |
(5pg/mL) e miotoxina Il (5pg/mL) do veneno de Bothrops moojeni. Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferoni t teste) com p<

0,05. * = diferenca estatistica entre os grupos tratados e o controle; a = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina I; ¢ = diferenca estatistica entre
miotoxina | e miotoxina II.
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TABELA 11: Efeito do veneno bruto, miotoxina | e miotoxina Il da B. moojeni na excrecdo de sodio (ENat)

Variaveis
(pEg/g/min)
Controle
Veneno
Miotoxina |

Miotoxina Il

30

13,68 +0,58
11,68 2,24
11,18 + 1,61
12,31 + 1,21

60

12,87 +039
7,07 +2,53*

16,46 *+ 3,062

14,16 +0,93

90

14,97 + 0,40
18,85 +7,03
25,50 +6,78*
15,43 +0,56

120

15,18 +0,37

50,15 + 11,27*
33,78 +7,43*a
17,73 £ 1,71hc

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre 0s grupos

tratados e o grupo controle; a = diferenca estatistica entre o veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina II; ¢ = diferenca
estatistica entre a miotoxina | e miotoxina Il.
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Graficol4 - Efeitos na excrecio de sodio (ENat) na auséncia (controle) e presenca do veneno bruto (IOpg/mL), miotoxina | (5pg/mL) e miotoxina Il (5pg/mL)
do veneno de Bothrops moojeni. Dados expressos por média = EPM e analisados por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05. * = diferenca estatistica entre os
grupos tratados e o controle; a = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina I; ¢ = diferenca estatistica entre miotoxina | e miotoxina II.
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TABELA 12: Efeito do veneno bruto, miotoxina | e miotoxina Il da B. moojeni na excre¢do de potassio (EK+)

Variaveis 30 60 90 120
(PEg/g/min)

Controle 0,77 + 0,07 0,78 + 0,08 0,79 + 0,06 0,76 +0,17
Veneno 0,69 +0,14 0,34 +0,15* 0,63 = 0,25 1,68 +£0,43*
Miotoxina | 0,63 £ 0,094 0,90 + 0,15a 1,24+0,24%*a 1,39 +0,27*
Miotoxina Il 0,58 +0,08 0,66 + 0,05 0,71 +0,05¢ 0,77 + 0,05hc

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre 0s grupos

tratados e o grupo controle; a = diferenca estatistica entre o veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina Il; ¢ = diferenca
estatistica entre a miotoxina | e miotoxina Il.
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Gréficol5 — Efeitos na excrecdo de potassio (EK+) na auséncia (controle) e presenca do veneno bruto (IOiig/mL), miotoxina I (5p.g/mL) e miotoxina Il (5pg/mL)
do veneno de Bothrops moojeni. Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05. * = diferenca estatistica entre os
grupos tratados e o controle; a = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina I; ¢ = diferenca estatistica entre miotoxina | e miotoxina I1.
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TABELA 13: Efeito do veneno bruto, miotoxina | e miotoxina 11 da B.

Variaveis
(PEg/g/min)
Controle
Veneno
Miotoxina |

Miotoxina Il

30

14,65 + 3,45
11,56 +2,04
12,29 +2,42
11,02 + 1,40

60

15,28 +3,52
5,97 £2,50*
17,84 + 4,12a
12,61 +0,96

moojeni na excrecdo do cloro

90

15,44 +2,75
15,05 +5,41

31,16 £ 9,51 *a

13,38 +0,52¢

120

15,42 +2,61

44,75 + 9,76*
37,07+9,55%3
15,27 = 1,08hc

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre 0s grupos

tratados e o grupo controle; a = diferenca estatistica entre o veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina Il; ¢ = diferenga
estatistica entre a miotoxina | e miotoxina 1.
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Gréfico 16 - Efeitos na excre¢do de cloro (ECf) na auséncia (controle) e presenca do veneno bruto (IOpg/mL), miotoxina I (5pg/mL) e miotoxina Il (5ug/mL) do
veneno de Bothrops moojem. Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05. * = diferenca estatistica entre os
grupos tratados e o controle; a = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina I; ¢ = diferenca estatistica entre miotoxina | e miotoxina Il.
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TABELA 14: Efeito do veneno bruto, miotoxina | e miotoxina Il da B. moojeni no clearance osmotico (Cosm)

Variaveis
(ml.g'l.min")
Controle
Veneno
Miotoxina |

Miotoxina Il

30

0,11 +0,01
0,10 +0,01
0,10 +0,02
0,10 +0,01

60

0,11 +0,001
0,06 + 0,02
0,14 + 0,03a
0,12 +0,01

90

0,13 +0,01
0,14 +0,05
0,22 + 0,06
0,13 +0,01

120

0,11 +0,01

0,38 = 0,09*
0,28 * 0,06*a
0,15 +0,02h¢

Dados expressos como média + EPM (n=6) e analisado por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05.*= diferenca estatistica entre 0s grupos

tratados e o grupo controle; a = diferenca estatistica entre o veneno bruto e miotoxina I; b = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina Il; ¢ = diferenca
estatistica entre a miotoxina | e miotoxina Il .
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Gréfico 17 - Efeitos no clearance osmatico (Cosm) na auséncia (controle) e presenca do veneno bruto (IOpg/mL), miotoxina I (5p.g/mL) e miotoxina Il (5pg/mL)
do veneno de Bothrops moojeni. Dados expressos por média + EPM e analisados por ANOVA (Bonferoni t teste) com p< 0,05. * = diferenca estatistica entre os
grupos tratados e o controle; a = diferenca estatistica entre veneno bruto e miotoxina I; ¢ = diferenca estatistica entre miotoxina | e miotoxina 1.
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Histopatoldgico

Foi observado aumento acentuado de depdsito de material protéico nos
glomérulos tubulos e intersticio dos rins perfundido com a Miotoxina | (Figura
09 e 10). Enquanto que nos rins infundidos com veneno acorreu apenas
depdsito moderado de material protéico (Figura 12 e 13). Os rins infundidos

com Miotoxina Il ndo sofreram alteracGes (Figura 14 e 15).
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Figura 10 - Histopatoldgico da regido do cértex renal apresentando intensa quantidade de
material protéico, 5p de miotoxina | (40X)

Figura 11 - Histopatoldgico dos glomerulos, tibulos e vasos apresentando intensa
quantidade de material protéico, 5p de miotoxina | (100X)
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Figura 12 - Histopatologico da regido do cdrtex renal apresentando moderada quantidade
de material proteico, 10pg de veneno (40X)

Figura 13 - Histopatologico dos tubulos renais apresentando moderada quantidade de
material proteico, 10pg de veneno(200X)
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Figura 15 - Histopatoldgico dos tubulos e gloméruios apresentando sem alteracdes, 5pg de
miotoxina Il (100X)
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Discussao

Monteiro e Fonteles (1999), estudando o veneno de Bothropsjararaca
no rim isolado de rato, observaram uma diminuicdo no fluxo urinario, na
pressdo de perfusdo, no ritmo de filtracdo glomerular e do transporte tubular
de sodio e potassio. Havt e colaboradores (2001), avaliando os efeitos renais
do veneno da Bothrops jararacussu no rim isolado de rato, demonstraram
queda da pressdo de perfusédo, resisténcia vascular renal e diminuicdo dos
transportes i6nicos tubulares de sodio e potassio, com um aumento no ritmo
de filtragdo glomerular e no fluxo urinario nos ultimos 30 minutos de cada
experimento.

Os resultados apresentam grande semelhanca com os efeitos
promovidos por B. jararacussu. O veneno bruto de Bothrops moojeni causou
intensa reducdo da pressdo de perfusdo e da resisténcia vascular renal, assim
como uma queda temporaria da excrecdo de sodio, potéssio e cloro logo apés
a administracdo do veneno ao sistema. Foi observado ainda queda dos
transportes tubulares de sodio, potassio e cloro. Contudo foi demonstrado um
aumento do fluxo urinario do ritmo de filtracdo glomerular e da excrecdo dos
fons sédio, potassio e cloro no final de cada experimento.

Moura-da-Silva e colaboradores (1991) descreveram que o veneno da B.
jararacussu, B.moojeni, B.neuwiedi e B. pradoi possuem alta atividade
fosfolipasica e miotoxicas. Ferreira e colaboradores (1992) descreveram que
0 veneno de B. jararacussu e B. moojeni apresentaram alta atividade
miotoxica quando comparados entre diversos venenos Botrépicos. O veneno
da B. jararaca apresentou muito pouca atividade miotoxica.

A partir destes dados pode-se supor que o possivel aumento do fluxo

urinario e do ritmo de filtragcdo glomerular presente no final dos experimentos
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com B. moojeni seja possivelmente provocado pela presenca de atividade
miotéxica deste veneno.

Boer-Lima e colaboradores (1999), mencionaram que a atividade
proteolitica e fosfolipasica, encontradas no veneno da B moojem, foram as
responsaveis pelos efeitos deletérios encontrados no epitélio renal. Estes
autores afirmam que a atividade proteolitica deste veneno deve ter importante
efeito citotoxico nos muitos tipos de células o que deve contribuir direta ou
indiretamente para a nefrotoxicidade. Estes autores afirmaram ainda que o
veneno de B. moojem nédo causou queda da pressao arterial nem deposicao de
fibrina nos capilares renais.

Nossos experimentos sdo destituidos de sangue, portanto a auséncia de
fibrinogénio excluiria a acdo de atividade coagulativa deste veneno nos nossos
resultados. No entanto, foi obtido uma intensa queda da pressdo de perfusao.
Essa queda poderia reduzir o suprimento de ATP para as células (Ponraj e
Gopalakrisnakone, 1997), associado ao influxo de ions célcio, exercido pela
desestabilizagdo da membrana, causado pela acdo das miotoxinas, que
promoveria a ativacdo de proteinas fosfolipésicas. Essa ativagdo causaria 0s
efeitos deletérios descritos por Boer-Lima e colaboradores em 1999. Em
nossos resultados foi evidenciado ndo somente a queda da pressdo de
perfusdo, mas também a queda do fluxo urinério, ritmo de filtracdo glomerular
e da excrecdo dos ions sédio potéssio e cloro, logo apds a administracdo do
veneno.

Estes resultados nos fizeram questionar qual seria o papel especifico das
miotoxinas presentes no veneno de B. moojem no rim isolado. Ambas
miotoxinas da B. moojem foram obtidas com um alto grau de pureza usando
uma cromatografia de step como mostrada por eletroforese e analisada por

HPLC fase reversa. Ambas as proteinas exibem composicdo de aminoacidos
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semelhante, entretanto a Bmtx |l apresenta pouco caracter basico se
comparado com Bmtx |. Este aspecto basico é evidenciado por diferente
eluicdo destas fragbes na cromatografia de troca ionica.

A fosfolipase A2 € classificada em 4 grupos. PLA2 do veneno de
serpente pertencem ao grupo | e Il PLAZ2s. O tipo Il pode ser dividida em dois
subgrupos: D-49 (Asp-49 PLA2) que tem um residuo de acido aspartico
ligando-se ao sitio do célcio, possuindo alta atividade enzimatica e K-49
PLAZ2-like (LYS-49 PLAZ2-like), esta tem um residuo de lisina na posicdo 49
com baixa atividade enzimatica (Selistre de Araldjo et al., 1996). Bmtx-I e
Bmtx Il exibem um grau de homologia por volta de 95% quando comparado
com o subgrupo K-49 PLA2 e até 75% quando comparado com o outro
subgrupo D-49 PLA2 Portanto, ambas as miotoxinas devem ser classificadas
dentro do mesmo grupo de fosfolipase A2-simile, destituidas de atividade
enzimatica (Lomonte, 1990).

Apesar das semelhancgas estruturais entre as duas miotoxinas do veneno
de B. moojeni, foram encontrados diferentes efeitos renais apds testarmos
ambas no sistema de perfusdo de rim isolado de rato. A Bmtx-l1l causou
alteracdo temporaria no transporte tubular do ion potassio, porém, ndo afetou
nenhum outro pardmetro por nos avaliado. Todavia, a Bmtx-l causou intensas
modificagfes fisioldgicas no rim isolado. Foram Observados aumento da PP e
RVR, FU e RFG e na excrecdo dos ions sodio, potassio e cloro. O transporte
tubular destes ions foi diminuido ap6s a sua administracéo

Alguns eféitos renais promovidos pela Bmx-lI foram semelhantes a
alguns parametros observados apdés a administracdo do veneno bruto de
Crotalus durissus cascavella (Martins et al., 1998). A principal fracdo do
veneno Crotalico é a crotoxina, uma toxina fosfolipasica com alta atividade

enzimatica (Santoro et al., 1999). Dai, a Bmtx-1 poderia induzir a formacéo de



100

TxA2 e PGF2a que promoveriam a vasoconstricdo capilar renal (Douglas
2001), explicando o aumento da PP, RVR, natriurese, caliurese e diurese.
Porém, Lomonte e colaboradores (1990) afirmaram que as miotoxinas do
veneno de Bothrops moojeni tém estrutura sequencial semelhante as PLA2 e

gue apresentam atividade fosfolipasica.

Kini e Iwanaga (1986), comparando as seqUéncias estruturais de
miotoxinas e fosfolipases de serpentes, sugeriram que um sitio catidnico
associado com uma regido hidrofébica sejam o0s responsaveis pela
miotoxicidade, indicando que a atividade fosfolipasica ndo é essencial para o
efeito farmacoldgico das miotoxinas. Isto explicaria como uma miotoxina que
nao apresenta atividade enzimatica poderia alterar a bicamada lipidica da
membrana plasmatica, promovendo uma desorganizacdo celular e com isso 0
aumento do influxo de calcio. Este seria 0 mecanismo farmacoldgico das
miotoxinas. Diante de tais resultados sugerimos que o efeito da Bmtx-l pode

ter afetado a fisiologia renal a partir de uma destas hipoteses descritas.

Nossos resultados apresentaram efeitos opostos na PP e RVR apés a
administracdo de Bmtx-I e do veneno bruto. Enquanto o veneno bruto causou
a queda destes parédmetros, a miotoxina | causou intenso aumento. 1sso nos faz
sugerir que alguma fragdo presente no veneno bruto conseguiu impedir 0s
efeitos vasoconstritores da miotoxina I. Bourgnuignon e colaboradores (2000)
descreveram a existéncia de peptideos potenciadores de bradicinina no veneno
bruto de Bothrops moojeni. Estes potenciadores estdo presentes em outros
venenos botropicos (Ferreira et al. 1970, 1992, 1998). Isto nos leva a crer que
o efeito potenciador de bradicinina esteja relacionado com a queda da pressao
de perfusdo e RVR, mas ndo se pode explicar porque esta fracdo impediu o

efeito exercido pela miotoxina |.
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Nossa conclusdo € que o veneno bruto da serpente Bothrops moojem foi
semelhante ao da Bothrops jararacussu. Causando alteracdo nos parametros
renais por nés avaliados e que provavelmente fatores como peptideos
potenciadores de bradicinina, atividade fosfoslipasica e atividade miotdxica
deste veneno levaram ao quadro descrito em nossos resultados.

Embora as miotoxina | e miotoxina Il apresentem o mesmo grau de
homologia. A miotoxina | apresentou resultados similares ao veneno bruto da
Crotalus durissus cascavella, o que nos faz suspeitar de que além da atividade
proteolitica lesionando a membrana celular e ocasionando um maior influxo
de célcio para interior da célula, este eféito poderd estd associado a uma
possivel atividade fosfoslipasica. Por outro lado a miotoxina Il apresentou

pequena atividade no rim isolado de rato.
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Conclusao

1) A toxicidade aguda (DL50) do veneno da Bothrops moojeni utilizando dois

meétodos diferentes, apresentaram resultados similares neste experimento:

2) O veneno da Bothrops moojeni apresentou diminuicdo na pressdo de
perfusdo (PP), resisténcia vascular renal (RVR), e no transporte tubular de
sédio, potassio e cloro (% TNat+, %TK+ %TCf). Aumento no fluxo
urinario (FU), ritmo de filtracdo glomerular (RFG), excrecdo de sodio,
potassio e cloro (ENA+, EKf, ECF) e clearance osmético (Cosm). Portanto
0 veneno é diurético, natriurético, caliurético e reduz a pressao de perfusdo
em rim isolado de rato.

wPeptideos potenciadores de bradicinina podem ser 0s responsaveis pelo o

efeito acima

3) A miotoxina | da Bothrops moojeni apresentou diminuicdo no transporte
tubular de sédio, potassio e cloro (% TNa , %TK+, %TCf). Aumento da
pressdo de perfusdo (PP), resisténcia vascular renal (RVR), fluxo urinario
(FU), ritmo de filtracdo glomerular (RFG), excrecdo de sodio, potassio e
cloro (ENa', EK+ ECF) e clearance osmético (Cosm). Portanto a
miotoxina 1 é diurético, natriurético, caliurético e aumenta a pressdo de
perfusdo em rim isolado de rato.

w Além da atividade proteolitica aumentando o calcio no interior das células,

atividades fosfolipasicas podem estar envolvida.

4) A miotoxina Il apresentou um pequeno efeito transitorio no percentual do
transporte tubular de potassio (% TK") na dose utilizada em rim isolado de

rato.
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i rena! failure is one the mos! common systeinie complications alter snakebite. however. ils patliogenesis remniiis
. In this study we evaluatcd Ihe renal effcels of llothrops nioojcni vendria and ils myotoxins (Bmtx-1 and BmtxlIl) in i;il
perfused kidncys. The myoloxins were purilied bydon-cxchangc ehromafographv and reverse phasc 11P1 . (I he v, iiole
10 iJ.g/ml) and myoloxins (5 p-g/ml) were added to Ihe perfusion system 3(1 min alter the bcginning of eaeh perfusion.
1l ellecls were compared to a conlrol group perfused with maédilied Krebs |lenselcil sohition alone. II. titoofiii vimom
:d Ihe perfusion pressure (PP). renal vascular resistanee (RVR). and the percent sodium. potassium and chloride tiibirlai
I (%TNa 1. %TK ", %TCI ). In conlrast. the venom increased |he urinary llow (I Ho, glomerular liliialion rale ((d I i.
foditim. potassium and chloride e.xcrclion (ENa 1.EK1. PCI ). The renal ellecls of myoloxin | v. as ver simil.n lo th<>*-e
lioie ven >m. bul Ihere xvas an increase rather than a decrcase in lhe PP and RVR. Myoloxin Il had no cflgi-i on lenal
>gy. cxcept for a transient dcTease in %TK+. In coneltision. 1l. inoojciii venom caused iniense aheralions in renal
gy, including a drop in vascular resistanee associated with diuresis. nalriincsis and kaliuresis. IIJmix | had an opposiie
ricn compared to whole venom. sliowed in the paramelers of PP and RVR. Bmtx-Il had a mild effe<| in "TI K' |he
inubility of Bmlx-Il to indtice the renal effect similarly to Bmtx-I shoiild bc e.xplained I>v Ihe ab.mncc in lhe Bmix Il of
mminai lysine rich region. © 2002 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

: Bofhrops nwajcnr. Perfused kidney: Myoloxin

iuc liou (Amaral cl al.. 1985) or glomcriilonvphiiles (Rezende.
1989). The pathogcncsis of the rena! allerations following
enal cffcets of snake venoms rcpresenl a sériotis envenomalion bv llolhrnps species is not well delineo
tion in snake bite viclims, especially in cases of Many mcchanisms have heen proposed lo expiam tluse
al failure, which result from acute tubular neerosis lesions. including a dirccl nephroto.xic effccl; caused bv (lie
protcolytic activity of the venom. disseminale | intravascu
ponding autlior. Pax: + 55-85-288-8333. lar coagulation. and lhe release of vasoaetive suhslances
| addre.tses: serraz.ui@truenet-ce.coin.br (Il.S.A. (Amaral et al.. 1986),
havt@speeder.coin.br (A. | lavt). Barraviera and coworkers (1995) reported lhal kidney
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cells coulil release prostaglandin, cytokines, bradykinin.
coniplcment fractions and platelet activating lactor (P/\F).
Koeppen and Stanton (1997). stated lhat bradykinin. by
stimulating Ihe liberation of nilric oxide Irom renal
cndothelium. conld promote the increase of the glomerular
liltration rate (GFR).

Pirotzky and coworkers (1984). ttsing lhe isolated
perfused rat kidney model. demon.slrated |hat the kidney'
was ablc to produce histamine. serolonin and PAF. Using
the same niethod, Monteiro and Fonteles (1999) concludcd
lhat Hoihropsjararaca venom caused direei acute ttephro-
toxicily and PAF appcared to be involved. llavt et al. (2001)
tested the li. jararacu.tsn venom and sUggested lhat |he
increase in GFR and urinary llow (UF) were indepeiulent
from the vasoaclive parameters. perfusion pressitrc (PP) and
renal vascular resistance (RVR), bcing promoted by PAF.

Boer-Lima and coworkers (1999) rcported various
histopathological renal alteralions following the iniravenotis
inoculation of llolhrops moojeni venom. Tliev showed |hat
the nuclei of the various proximal tubular cells pfesenled
pyknosis with clumping of chromatin material, fltev also
noticed loss of proximal irrusli border. cyloplasmatic
vacuolation and. in some tubules. degeneraiion and
desquamation of necrolic cells. In conclusion. iltey
suggested tlial these alteralions were possibly caused by
the proteolylic and PLA? aclivities of lhe venom.

In this work. we examined the renal effects of 1. moojeni
venom and two PLAs-like myotoxins isolated fronl this
venom in rat isolated perfused kidneys.

2. Material and mcthods

2.1. Venom, Chemicals and reaiients

11. moojeni venom was collccted from adull specimens
mainlained in the Regional Snake l.aboralory of Fortaleza
ILAROF). All Chemicals and reagents used in this work
were of analytical or sequencing grade.

2.2. ion-exchange HPLC. ehromalopraidiy

Il. moojeni venom (20 mg) was loaded onto a Prolein
’ack SP 5PW volnmn (0,78 cm X 7.0 em) al a llow rate of
.0 ml/min. The proteins were eluted using a linear gradienl
0.05- 1.0 M) of ammonium bicarbonale and the elulion
rrolile was monitored at 280 nm. Fractions containing PI ,A .
tetivity were pooled. lyophiliz.ed and stored al -20 V.

Reverse phase HPLC

Further purification of the B. moojeni myotoxins
ollowing ion-exchangc chromatography was donc as
escribed by Toyama et al. (1995). Fixe milligrams of the
'L/\j fraction were dissolved in 250 p.| of 0.1'4 (v/v)

sz IOCOIV) 110 11

Irilhiotoacclic aeid (solvenl \). | he resulling solution was
clarilied by eentiifugalion and the stipeinalant applicd lo a
p Bondap.uk C 18 eolitmn (0,78 cm X 30 ém: Walers 99|

PDA syslem). Proteins were eluted wilh a linear gradienl
(0 1004.) of 66.5'1 (r/r) aeetouitrile in 0.1'1 (v/v)
trilluoroacelie aeid (solvenl B). at a llow rale of 2.0 ml/
min. |he elulion prolile was monitored al 280 nm and |he
fractions were collccted. lyophilized and stored at 20 C.

2.4. Reduciion and carbosy m< ihylalién pi prolcins

One milligram of holh purilied myotoxins were dis-
solvei! in 6M guanidine chloride .(Merck. Darmst.adl.
Germany) containing 0.1 M Tiis IICI and 2 mM | DI A
(lin.al pl! S.15). lhen redueed with DI T and earboxy
melhylated wilh iodoaceli¢ aeid (Maraiigoni c| al.
1995). Dcsalling was donc on a Sepbadex (I 25 cohimn in
I M acelic aeid at 25 C and tlie eluted RC loxin was
lvopliilliz.ed. F.aeh prolein was lhen eti/r m.nlicallv and
chemically digested

2.5. 1'rélein setpieiH iny

Direet sequencing Irom the N terminai was done wilh
lhe redueed and caiboxy tnelhr l.alcd prolein and wiilll
peptides isolaled Irom Ihe RC-MI’ 1ll IR. using an Applied
Biosyslem 177 A automalic seqticneer. | he phenvllhioln-
dantoin (Pl 1) amino aeids were ideiuilicd accordhig to
Iheir reiemiou times compared to lhose ol Ihe 20 P | Il amino
aeid slandards. Peptides containing (H( ) (M((\s were
monitored using a ligitid scintillalion counlcr (Beckmati.
model 1.-250).

2.6. /'1..) ' aelivitv

PI1.A? actixily was nieasured using lhe assar desc ribed
by Cho and Kézdy | 199 1) and ! lol/er and M.aekessv ( 1996).
modilied for 06-well pintes, | he standard assar mivtuie
conlained 200 p| of biilfer (IH)mM Iris [ICl. 10 mM
CacCl.. 100 mM NacCl. pll 8.0). 20 p.I ol stibsliatc | iiitro
3(oclanoyloxy) benzoic aeid. 20 pl of waler and 20 pl of
Pl A .in ;i lin.il rolnme ol 2.60 p.l. Allei lhe addition ol PI
(20 p.g). lhe misture was incubaled for up to Il) min ai
37 "C. wilh Ihe absorbanee being teail ai 10 min inlervals
reaclion (Ii,), was calculaled bascd on lhe increase in
ahsoibance alter 20 min. \ll assar s were donc in itiplicaic
and lhe absorbanees al 425 nm weie measund using a
SpeetraMax 3 10 mulliwell plate reader (Moieciilar Derives.
Sutinyr ale, CA).

2.7. \\oio.\i< aelivily
Crealitre kiiiase (CKi was assayed in a single channel

analyzer using a commcrcial kit (Merck Granuiesl 2.5 kit).
I lie rnyoloxitis || pg/p.l. 50 pl) were inje< led i.m. inlo Ihe
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strocncmius musclc ol' male Wislar rats (90-110 g;
. Conlrol rats received an equal volume of 0.15 M
Alter 3 h, the rats were anesthetized and blood was
ed Irom the abdominal vena cava inlo tubes contain-
Xxtrin as anticoagulant. The plasma was storcd at 4 °C
laximum of 12 h before assaying.

hiey ptgrfusitm

It male Wislar rats (240—280 g). wcre fasted for 24 h
:e acccss to water. The rats were aneslhetized witli
pentobarbitonc (50 mg/kg, i.p.), and alter carefnl
on of the righl kidney, the right renal artery was
ted via the mescnteric artery without interrnpting the
ow as dcscribed by Bowman (1970) and modilied by
; et al. (1983). The perfusate consisted ofa modilied
Hcnseleit solution (MKHS) of the following com-
(in M): 2.36 NaCl, 0.09 KCI, 0.023 KH,P().|, 0.023
711,0. 0.025 CaClr2H,0. and 0.025 NallCO,. Six
tf bovino scrum albttmin (BSA) were added lo
tf MKHS. and dialyz.cd for 48 h at 4 "C againsl 10

of MHHS. Immediately before the bcginning of
fusion protocol, 100 mg of urea. 50 mg of inulin
ng of glucose were added lo every 100 ml of
. The pH was adjusted lo 7.4. In cach experimcnt.
f MKHS were recirciilated for 120 min. A period of
T he PP was
I al lhe tip of the stainless Steel cannula in the renal
d was kept at 120-130 mmllg during lhe lirst
y adjusting lhe ilow rate of the peristaltie pump.

in was allowed for blood washatil.

r. the pressure varied according to the sample
ed. Samples of urine and perfusate were collecled
intervals for analysis of the chloride contest (using
kit), sodium and potassium leveis (by flame
my): inulin, as dcscribed by Wasler et al. (1955)
icd by Ponteies et al. (1983) and osmolalily. which
atred
SA). B. moojeni venom (10 p.g/ml) and myoloxins

in a vapor pressure osmometer (Wescor

(5 g/ml) wcre added lo Ihe system 30 min alter Ihe slttrl of
The (11 R.
potassium (‘7TK |)

perfusion. lhe fractional percent sodium
(%TNa ). and chloride PITIT |
tubular transport. the cxerction of sodium iliNa '). polass-
ittm (11K1) and chloride (li(T |I. UP and RVR were
determined using a convcnlional clearattce lorninlae as
dcscribed in delail
Opava-Stitzcr. 1978). lhe residis were averaged over eaclt
of fottr 30 min pcrioils (30. 60. 90 and 120 min) and ate

I SPM of six kidneys. All groitps vete

elscwhere (Mattinez-M.ildonndo and

sltown as the mean
compared to the conlrol grotip. in which Ihe kidnevs were
perfuscd willt MKIIS alone. Statislical titmlysis were donc
using one-way ANOVA and Ihe Bonferroni | lesl willt lhe
leve! of sigitilicance sei at />+ 0.05.

3. Residis

2.1. Burijiciilioii oj B. iiioojcni itnolo.xiiof

The basic PI.A, in B. moojeni venom were isolaled using
ion-cxchange | IPI.C (Pig. lla)). lhe Iwo mvoloxins. (Bmtx
lhe Ihe
chromatogram al an ammonium biearbonate concentralion
of 0.6 M. Ptnliter pnrilic.alion of tliesc toxins lw reverse

I and Bmtx-ll) were last peaks cliitcd in

pltase I1IPlI ¢ sintwed tltal lltc It.aelion oblaittcd was
homogenous. as coniirmed h\ ITicitte S|)S PAG!:
(Pig. llb.c)).

The amino acitl composition of these proleins showcd
thal both myoloxins had 14 hall cyslcines. which indicaled
litc presence of seven disullide bridges. | he higlt contem ol
l.ys and Arg indicaled Ihat both proleins were slronglv basic
(Pig. 2). The NTerminal amino acid set|tience of lhe iwo
myoloxins showcd around 95'7 homology willt olhei basic
myotoxic PIl.A,, sttch as Prtxl isolaled bv Tovatmt et al.

17. r/x/trvfpig. 3). Bmlix | and Il did nol sIntw higlt homologv



Aniino aods Bmtx-l Bmtx-2

Asx* 13 14
Thr 6 7
Ser 4 4
Gl.x* 11 8
Pro 7 7
Gly 12 11
Ala 7 7

/z Cys** 14 14
Vai 4 4
Met 1 1

lle 3
Leu 12 12
Tyr 10 10
Phe 2. z
Lys 14 15
His v
Ara i5 7
Trp*** 1 1
Total 129 129

Ftg. 2. Amino acid composilion olI'Bmtx-I and Bmix Il. * These
amino agids were determined as a acid fonn ol' gltiamaic and
aspartaie and glulamic and aspartic acid. alter 24 1i of acid
hydrolysis. These amino aciils were determined alter tieatinent
oflhe.se proleins as oxided cislein. «e** These amino acid contcnl
were determined using a differenlial treatment as determined by
Waicrs (XVaters) User manual.

with other Asp 49 PLAa. The Bmtx-1 complete amino acid
scqucnce was prcviously determined by Soares et al. (200(1).
Bmtx-U complete amino acid scqucnce determined in this
articlc presents a 90% scqucnce homology willt other | ,vs 49
bothropic PLAa This protein presents scveral high-
conscrved region. but the C-tcrminal region was the mosl
variablc region than to other lys 49 PLAa (lig. 3).

.1.2. PLA2 alli* myoloxic aclivilie.s

The whole venom presenled a higlt PLA2 aclivity wltcn
compared lo both myoloxins. However, these myoloxins
and the whole venom had a higlt myoloxic aclivity.
demonstrated by creatine kina.se assay (Table 1).

Table |

J.j. Renal eljeeis oj R. moojeni vemmi

R. moojeni venom <IQpg/mll prodticed a signilictmt
drop in PP (I ig. 4) and RVR (I ig. 5! ;tl 90 min. Witereas. Ul
and CiFR decreaseil at 6(1 min and increased in the period ol
120 min (Figs. 6 and 7). | he venom also reduced sodium.
potassium and chloride tubular ininspoit in ”’0 and | 20 min.
In contrast. sodium. potassium and chloride excreliop.
dccrcased in 60 min. thcn increased markctlly in 120 min
(Table 2).

1-1. lhe renal eljeclx ol R. moojeni mxoloxinr

Bmtx-1 (5 p.g/ml) increased lhe PP (l1ig. I) and RVR
(Pig. 5) in 90 and 120 min. witereas the (!l R and Ul
increased in 120 min (Figs. 6 and 7). Bmtx-l also reduced
the sodium and < hloride transport in 90 atui 120 min. but
potassium reahsorption dectetise in 60. 90 and 120 min.
Sodium. potassium and chlorideéxcrelion were increased in
90 and |20 min (Table 2).

Bmtx-U (5 |ig/ml) had lillle clicei ol renal physiology.
willt a deciease in potassium tubular reabsotplion only at
90 mim the other renal parameteis were imalTccted by this
loxin ( | able 2).

4. Discussion

Monteiro and Fonlelcs (1999) reporled lhai R. jiinnaio
venom reduced lhe PP. UF. (iFR. sodium and potassium
tubular transport in rat isolated pCtluscd Kidttev. Ihivl et al.
(2001). ttsed the same model lo sltow lh.it /?. jaiaraeusMi
venom also reduced the PP and RVR. but increased lhe UF
and the GFR. This venom also redticcd the sodium and
potassium tubular transport (llavl et al.. 2001 i.

The renal responses to R. moojeni venom in lhe isolated
kidney were similar lo those seen willt R. jnrnrnensxa. R.
moojeni venom reduced Ihe PPand RVR. wheieas lhe (il R
and UF were increased in the final 30 min of the
e.xpcriments. There were also observed reduelions in
sodium, potassium and chloride tubular transport. These
rcsiills suggcest |hat litc venoms ol' R. moojeni and R.

PLA?2 and myoloxic aclivity ol lltc whole venom ol' R. moojeni and its both myoloxins (Bmtx-1 and Bmix 1)

1’L.A, aclivity (nmol/min/mg)

Conlrol 0.0i)

Whole venom 7S.56 | t 26
Myoloxin | (Bm(x-I) 242 t 0.56
Myoloxin 1l (Bmlx-Il) 356 | 1.23

Mvoioxic aelivilv OimoPinin/tng)

156.51 | 15.06
1151.15 | 215.36
IS-m so - 252.26
S56.56 ' 125.65

flie PLA2 activities were expresses as a nmoles/min/mg. All expei imenls were carried otil in the same iiteiilsiiion eottililion. The results are
lhe médium ol n =5 experimental prolécols. The myoloxic elfect was determined as médium of n 4 animais.
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1 20 40
Tx-11 SLFELGKMTLQETGKNPAKSYGVY GCNC VAT
rx-1 SLVELG MILQETGKfIPAKSYGAYGCNC CFEFI/HTr

iThll dikigwg QMILRETGK[IPFPYYTTYGC'icGHGGRGKPVDPTDRCIi'F zHPCC
-1TX-l SLFELGKMILQETGKUPAIISYGA'YGCWCGVLGRGK PKDAT DRCf i IrHK ¢C
>K49 SVLELGKMILQETGKNAITSYGSY GChIC CF" fiKCl
2 Il SLFELGKMILQETGKNPEKSYGAYGCNC Y /nKCG
/PL ELLEFGKMILEETGFfIIAIPsSVS YGCYCGWGGKGIPKDATDRCA®F!1/HDCC

NLLQFEWMIRNVAGRSGIWWYSDYGCYCGKGGHGRPQDAODRC Y AHDCC

mll M K
YKK LTbICDPKKDRY SYSWKLIFTI VCGEEIIPCLKQLCECDKA.
YKV TN-CPKKNDRYSYS-E '£bl YCLGG-PCDKQIGCECIL)F
YKK LTGCNPKKDRY SYSWKDF TIVCGENb PCLKELCECDKA

YKKLIDCbDIHKTDRY SYSWKMKAIT1I CEEKHPCLKEIICECDF
X 1l YKKLTGCbhPKKERY SX I F 11NV CGEbIbJPCLKELCECDKA
-PL  YGBJLPDCNPK LRYKYKR NGAIVCE RGTSCENRICECDKAAAT CF R QW.T,
SOIl YGKVbIGCbl PKb.AVY I 1bLEbIGDIVCGGDDPCRKEVCECDKAAAICFRDIIK

101 m0's) 110 120
=l DTYb klgYWNYIAPFCD
i1 GTybIkkrDVYLKPF ¢l
fx Il GTYNKK-AYHLKPFCEPAET-C
i?x-l GTYNKKYRYHLKPFCKKAE P-C
149 LTYbKKY(klayfKL"CKKPDT-C
<11 GTYNKKYRYHLKPFCKKALI'E -C
L RTYKK|FrYMAYPDLLCKK

>011 DT'YDbIKYWhblI I PSEbLICQE EPC
*x * * 5K ZzZJ

Lysine-rich region

fino aeid sequence aligmcnl of BmTx-1l from 5. nioojcui venom with olher PI.A2 sequencc-. BmTx . myotoxin | from b’ [:<uefs/<nls/
al.. 2000): BlhTx-I and BIhTx-Il from the li. jtiriu aaissit Ihat were scqucnciated hv Cintia et al. & and Prieiia il al. ( 19<)K).
ly. App K49 PLA.? Ai{kixtroii{>ii pixeivitrus piscivants (Maraganorc and Heinrikson. 1993); Pr | x Il K 19 I'l.A  Irom the /> pmijui
I ai., 2000); VRV-PL-Vllla (Gowda cl al.. 1994) and TGISOIl. PLA2 from Irimersunis ~rimiinem (lugawa cl al.. !'9VH).

200 -

Tempo (min)

sffecls of 11. nitinjeni venom (10 p.g/nil). mvoioxins | (5 p.g/ml>and myotoxin Il (5 pg/ml> mi lhe ITol rai Rolmeil pei Inxcil ki<invy s.
are expressei! as the mean f SEM ol six kidney s in eaeli group. /> 0.0? eoinpared k» lhe correspoiidine eor.tiol eionp |<a eacli
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Tempo (min)

Fig. 5. The efleets of 11. mctdjeni venom CIO pg/ml). myotoxins | (5 pg/ml) and involoxiu Il <5 pg/ml) on tlic RVR ol ral isolated peifircd
kidneys. The residis are expresseil as lhe mean = SEM of six kidneys in eaeh group. f/>1. 0.05 compared to lhe enrrexpondiitg eonlrol group
for eaeh interval.

i3 Controle CVeneno O Miotoxina | Cl Miotoxina Il

l-ig. 6. The efleets of>’. mu<>jeni venom (10 pg/ml). myoloxins | (5 pg/ml) and myoloxin Il (5 pg/ml) on lhe t’E of ml isolaicd perfused
iidneys. The residis are expresseil as lhe mean + SEM of six kidneys in eacli group. */> 0,05 compared to the lorrespondine conto! group

or eaeh interval.

ecsponsible for the inereasing in UF and GFR despite the
meduetion in vascular resistanee.

The primury scgnencc revcalcd conservei! amino aciils
esidues of Lys 49 Pl.Ay myotoxins for both PLA; nseil in
bis experiments. such as L.ys 7, Glu 12. Thr 13,1.ys 15. Asn
6. Lys 69. Lys 71 and Lys 104. These amino acids are
csponsible for Ihe myoto.xicily inditced by Lys 49 PLA;
Sclislrc de Araujo el al.. 1996). Both proteins sliowed a

Itigh homologe in the calcittm bindittg loop and the calalylie
site to active PLA,. bul in case ol Bmix | and Bmtxll lhe
replaeemenl of Asp 49 by | ys 49 ivas prohahly lhe most
important exchange for loss of cattilylie activili m also
suggeslcd in the previous reporl by Toyattia el al.. 20(111.
Despite their considerable struetural homology. BtnIxJ
and Bmix Il dilfercd in their efleets in the r;it perfused
kidney, with Bmix-1l prodticinp onlv ntild clmnges in

Tempo (min)

H Controle O Veneno [ Miotoxina | O Miotoxina 11

g. 7. The ellecls of /?. inriojeni venotn (10 pg/mll. myotoxins | (5 pg/mll and myoloxin 11(5 pg/ml) on lhe (il I' of ml isolated perlu;ed
dneys. The restills are expressed as the mean + SEM of six kidneys in caclt group. /> ' 0.05 compared lo the loncspoiidine conti-'l grottp

r eaeh interval.
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itions in renal tubular transport caused by H. nn>njeni venom and myotoxins | and Il

bles Time (min)
30 60 90 120
4
bl SIL.§ | 0.2 82.0 ' 01 812 ' 0.3 812 | 0.
i (10 pg/ml) 821 . 10 75.0d 26 621 ' 32 . 55.7 ' 4.6
>xin | (5 ixg/ml) 84.2 1 09 780 | 14 70.7 ' 31 ¢ 66.1 '
ixin 1l (5 pg/ml) 80.3 -: LI 796 d 12 76.2 ' 1L 793 ' 16
i 7299 1 101 72.79 ! 0.53 7522 ' 141 76.87 ' 0.1l
i(10 pg/ml) 75.13 . 164 69.70 ' 3.22 (1297 ' 331" 56.55 | 1.11'
xin 1 (5 p,g/mli 7229 ' 1.98 61.50 | 231 * 192 + 4.67 1832 | 121
xin 11 (5 fig/inl) 7335 | 174 71.70 » 2.09 66.>1 ' 2.29 1 7161 ' 29
! 79.85 4 0.95 81.37 ' 1.87 78.15 ' 1.20 7805 » [ 6S
1(10 p.g/inl) 80.67 | 211 77.18 i 5.12 6>8 ' 7.69 58.19 | 10.10
xin 1 (5 p.g/ml) 79.42 1 3.60 71.16 ' 3.76 6179 | 55°* 62.61 | 5801 "
xin 11 (5 ixg/m!) 77.66 | 2.93 76.89 | 2.57 7180 ' 298 7739 | 2.89
| 13.68 0.58 12.87 ' 0.39 1497 | 0.40 15.18 1 0.1/
(10 pg/ml) 11681 2.24 7.07 4 253 * 18.85 | 7.03 50.15 ' 11 27
<in 1 (5 jxg/nil) 11.18 + 161 16.46 t 3.06 25.50 i 6.78 - 3378 1 7.1
<in 11 (5 |xg/nil) 1231 + 121 1416 093 1513 0.56 17.73 1 171
0.77 i 0.07 0.78 ' 0.08 0.79 ' 0.06 0.70 ' 017
(10 pg/ml) 0.69 - 0.14 034+ 0.15 1 0.63 ‘' 025 1.68 013
in 1 (5 pg/ml) 0.63 + 0.09 0.90 + 0.15 124 | 024 * 139 | 0274
in 11 (5 |[Xg/ml) 0.58 + 0.08 0.66 *+ 0.05 0.71 | 0.05 077 ' 005
14.65 * 3.45 15.28 = 3.52 1544 ' 275 15. 17 ' 261
(10 pg/ml) 11.56 + 2.01 597 + 2.49 « 15.05 ' 5.41 4175 ' 9.76
in 1 (5 pg/ml) 12.29 + 2.42 17.84 £ 1| 31.16 " 951 * 27.07 ' 9.55 1
in 1l (5 pg/ml) 11.02 + 1.40 1261 | 0.96 13.38 ' 0.52 15.27 * 107
rcsults are expressed as lhe mean + SFM of six kidneys in eaeh group. Venom and myolovjns were added ul min alter llic sl Ill u
n. %TNn+ — perccnt sodium tubular transport. %TI< — pcrceni potassium tubular transp-al r<T(l pei ecnl uhii'ii<lItr Itihi.ila
I, I-Na' = sodium cxcrction. I-K"' - potassium cxurclion and I'( | — chloride exerciion. * />  0.05 comparei! & ilie i olUn>l &l ene
1111 tubular transport in 90 min. Bmtx-1 had a marked caused bv f <l cusinvellit venom in ral isolated kidney
>n renal physiology wliere we eould lind incrcascs in (Martins et al., 1998). The maiii loxin in South .American
'R, UF. GFR and sodium. potassium and chloride Criiliilus iliuis.uis venoms is croloxin. a 1l ,A- with hie.ii
>n, bul decrcases in sodium. potassium and chloride enzymalic activity (Santoio et al.. |900j. In conlrasi. both
transport. myotoxins isolated from /(. iiionjcni venom had 95,
une Lys 49 PL.Ai. lhe C-terminal lysine rich region scqucncc lioniology with K-49 PLA-. (low enzvmatlc
msible for several to.xic and eitoloxic activities as activity) and 75T lioniology with 1) 19 I'1.A. thi;:h
ed by Arni and Ward (1996) and Gutiérrez and en/vmalic aclivitv).
e (1997). In primarv strueture of Bmlix | tliis ( Based on a comparison of lhe segncnces of myoloxins
| Lysine ricli region is higlily eonserved. bul in Ihe and pliospliolipases from snake \enoms. Kitii and hxanaga
these region is absent. Tinis tliis C-terminal lysine (1986) suggesled tlial a calionic sile associalcd with a
ion found in lhe Bmix | niay be plays an importam liydrophobie region is responsible for myotoxicilv. and
he renal loxicily induced by tlii-- PLA_>. independem of 1l .A, aclix ily. These dala shmved lli.il 1’ ,.\ .

renal responses to Bmtx-l were very similar to those activity is not essential lor Ihe phannacological action ol
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myoloxins. The sarnc aulhors also suggcsied ilial ilie
myoloxins, which do not prcscni PLA? aelivilv. coukl
cause ils damage by disorganizing lipid bilayeis ;md
conscqucnlly alTcciing calcium inllux and promoling
inionccrosis.

There wcre some diiigrcnces bclwcen the renal cliccts
promolcd by lhe venom and Bmtx-I. While PP and RVR
increased aflcr adminislralion of BmTx-l. Ihe venom
reduced these paramelers. Thus. lhe venom probably
conlains other componcnts responsible lor this rcduclion.
Bourguignon and coworkcrs (2000) reporled ih;il /<
moojeni, likc lhe venom of other species of this gentis
Ferreira et al.. 1970. 1992. 1998). conlains bradvkinin-
tolcnliating peptides. which cotild have possibly conlrib-
tlcd to the decrcase in PP and RVR sccn with lhe renal
Tfccls promolcd by Ihe whole venom.

In conclusion /< moojeni venom catised inlcnse allera-
ions in renal physiology. incinding a drop in RVR
ssociatcd with diuresis. nalriurcsis and kaliuresis. Bmlx |
sromoted similar elTecls lo lhe venom. However. RVR and
T wecre increased. in conlrast lo lhe effccl seen for lhe
hole venom. Bmtx-| possibly have cxerled ils renal elTecls
v cnhancing calcium inllux explained by Ihe mcchanism
escribcd by Kini and lwanaga (1986). but our daia coukl
ol prove ihis possibilily. Bmix-Il did not alter renal
inclion excepl for a temporary decrcase in potassium
ansport. The mild elTecls promolcd by Bmix-II coukl bc
tplained by lhe lack of Ihe C-lerminal lysine rich region.
il our data coukl not prove such aflirmative. linlhcr
adies should improve our underslandings of |he elTecls
omoled by li. moojeni and ils myoloxins in lhe
ihogcnesis of Ihe renal alleralions.
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