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RESUMO

Efeitos da peconha da cascavel (Crotalus durissus terrificus)
em rim isolado de rato.
Dissertacdao de Mestrado em Farmacologia
UFC- 1995.

Acredita-se que a insuficiéncia renal aguda (IRA) é uma das
principais causas de morbidade e mortalidade das vitimas envolvidas no
envenenamento pela Crotalus durissus terrificus(cascave\). A técnica de
rim isolado de rato constitui-se num modelo util para o estudo dos
efeitos diretos de drogas na funcao renal. Nesse trabalho, utilizando-se
dessa técnica, investigamos o efeito do veneno da Crotalus durissus
terrificus e da crotoxina, a principal fracdo do veneno.

Os experimentos foram realizados em cinco grupos de rins 0s
quais foram perfundidos com 1) albumina 6g9% (controle albumina); 2)
crotoxina (lI//g/ml); 3) crotoxina (2/zg/ml); 4) veneno (1/zg/ml); 5)
dexametasona (10/zg/ml) + veneno (1/zg/ml).

Os animais da cepa Wistar foram anestesiados com pentobarbital
na dose de 50mg/Kg de peso corporal. Fez-se a canulagdo distai do
ureter direito e a seguir da artéria renal. ApoOs esse procedimento
realizou-se a nefrectomia do rim direito e acoplamento deste ao sistema
de perfusdo. Ap6s um periodo de estabilizacdo de 20 minutos coletou-se
1,5 ml do perfusato, a esta amostra deu-se 0 nome de amostra zero do
perfusato (Po). A partir de Po a cada 10 min foram coletadas amostras
de urina e do perfusato, além da afericdo do volume urinario e da
pressdo de perfusdo. Estas amostras foram analizadas para a
determinacdo dos contetdos dos ions sédio e potassio e da osmolaridade.
A durac@o do experimento foi de 90 a 120 minutos. As substancias
testadas foram colocadas no sistema de perfusdo apds 30 minutos da
coleta de Po. No grupo dexametasona + veneno, o corticéide foi
colocado no sistema no tempo de 30 min e 0 veneno no tempo de 60
min. Ao término do experimento os rins esquerdo (ndo perfundido) e
direito (perfundido) tiveram seus pesos umido e seco calculados, bem
como o contetdo de sodio e potassio tissular. Utilizando-se os dados
experimentais calculou-se os seguintes parametros: fluxo urinario, ritmo
de filtracdo glomerular, sédio filtrado, sodio excretado, potassio
excretado, potassio transportado, percentual de potassio transportado,
transporte proximal de sodio, percentual do transporte proximal de
sodio.
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Os parametros funcionais renais do grupo controle albumina
apresentaram estabilidade dos resultados ao longo do experimento.

Nos grupos de rins perfundidos com a crotoxina 1 e 2|ig/ml,
somente nesta Gltima dose observou-se aumento do fluxo urinério,
ritmo de filtracdo glomerular, transporte de sodio, transporte de
potassio e sodio tissular. Apresentou, ainda, uma reducdo na pressao de
perfuséo.

No grupo de rins que foram perfundidos com o veneno (I1°g/ml)
observamos aos 40 minutos de experimento, aumento acentuado (p<
0,05) do fluxo urinario, ritmo de filtracdo glomerular, transporte de
sadio, transporte de potassio e da composicdo eletrolitica tecidual de
sodio.

No estudo histopatologico dos rins observamos que 0S grupos
controles e grupo dexametasona + veneno, apresentaram apenas raros
focos de esclerose intersticial. Nos grupos perfundidos com o veneno da
Crotalus durissus terrificus ou com a crotoxina (2g/ml) foram
encontrados abundante material protéico no espaco urinario dos
glomérulos e hialinizagdo das células tubulares.

A dexametasona foi eficiente em proteger os efeitos toxicos
causados pelos veneno da Crotalus durissus terrificus nos parametros
funcionais analizados e nas altera¢des histoldgicas renais.

Os resultados mostraram que o veneno da Crotalus durissus
terrificus (I//g/ml) e a crotoxina (2/<g/ml) causaram nefrotoxicidade
direta em ratos reveladas através das alteracbes funcionais e
histopatoldgicas, entretanto tais alteragbes ndo foram compativeis com
IRA, nas dosagens utilizadas e no periodo de tempo de experiéncia.
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ABSTRACT

Acute renal failure seems to be the chief cause of morbidity and
mortality of people poisoned by Crotalus durissus terrificus. The
technique of isolated kidney of rat is a useful model for the study of
direct effect of drugs on the renal function. In this work we have used
this techinique to investigate the effect of Crotalus durissus terrificus
venom and crotoxin, as principal fraction of it.

The experiments were carried out in five groups of kidney which
were perfused with: 1) albumin 6g9% (control albumin); 2) crotoxin
I"g/ml; 3) crotoxin 2//g/ml; 4) venom I~g/ml; 5) dexametasone
10/ig/ml + venom |//g/ml.

The wistar rats were anesthetized with pentobarbital in a dosis of
50mg/Kg of body weight. A distai canulation of the right ureter was
performed and subsequatly of the renal artery. After this procedure, a
nephectomy of the right kidney was done. The kidney was coupled to
the perfusion system. After a stabilisation period (20 min) of the
preparation, the first sample of the perfusate was colleted (Po). From
Po, samples of urine and perfusate were collected every 10 minutes,
besides the measure of urinary volume and of the perfusion pressure.
These samples were analysed to determine the contents of sodium and
potassium ions and osmolality. The duration of the experimental was of
90 to 120 minutes. The substances tested were put in the perfusion
system after 30 minutes from Po. In the group dexametasone + venom,
the corticosteroid was put into the system in 30 minutes, and the venom
in 60 minutes.

After the experiment the not perfused left kidneys and the right
kidneys had their humid and dry weight calculated, as well as their
content of tissular sodium and potassium. Using the experimental data
we have calculated the following parameters: urinary flow, rate of
glomerular filtration, filtrated sodium, excreted sodium, transported
sodium, percentage of reabsorbed sodium, filtrated potassium, excreted
potassium, transported potassium, percentage of transported potassium,
osmotic clearance, free water clearance, distai transport of sodium,
percentage of distai transport of sodium, proximal transport of sodium,
percentage of proximal transport of sodium.
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The functional renal parameters of albumin control group did not
present significant changes as related with the internai control.

In the group of kidney perfused with crotoxin | and 2/ig/ml, only
the latter produced an increase in urinary flow, rate of glomerular
filtration, sodium transport, tissular potassium and sodium transport.
The crotoxin also showed a decrease in the perfusion pressure.

In the groups trated with venom 1/zg/ml we have observed, at the
40 minutes of perfusion, an acentuated increase (p<0,05) of the urinary
flow, rate of glomerular filtration, sodium transport, potassium
transport, tissular electrolytic composition of sodium.

In the histopathological study of the kidneys, we have observed
that the control group and the group with dexametasone + venom,
presented only rare foci of intersticial esclerosis. In the groups, treated
with venom of Crotalus durissus terrificus or with crotoxin, we have
found abundant proteic material in the urinary space of the glomeruli
and hyalination of tubular cells.

The dexametasone suceeded to protect the toxic effects caused by
the venom of Crotalus durissus terrificus in the functional analyzed
parameters and in the histological renal changes.

The results showed that the venom of Crotalus durissus terrificus
(1/zg/ml) and the crotoxin (2/zg/ml) caused direct nephrotoxicity in rats
evidenced by functional and histopatological alterations; however there
changes were not compatible with acute renal failure in the dosis used
and in the time period of experiment.
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l. INTRODUCAO

EPIDEMIOLOGIA DOS ACIDENTES OFIDICOS
E CLASSIFICACAO DAS SERPENTES

Vital Brazil, fundador e diretor do Instituto Butantan no inicio
deste século, foi o primeiro a estudar a epidemiologia dos acidentes por
serpentes venenosas no Brasil, realizando o primeiro levantamento de
Obitos por acidentes ofidicos no estado de S&o Paulo (Brazil, 1901).

O Ministério da Saude, em 1987, notificou 12.894 casos de
acidentes por serpentes venenosas, com informacdo do género a que
pertenciam e mostrou que 87,5% eram do género Bothrops, 8,5% do
género Crotalus, 3,2% do género Lachesis e 0,8% do género
Micrurus.

Os acidentes por animais pegonhentos representam um grande
problema da Saude Puablica (Jorge e Ribeiro, 1989) nos paises em
desenvolvimento, dada a incidéncia, a gravidade e as sequelas que
causam (Amaral et al., 1989). A Organizacdo Mundial de Saude estima
que anualmente 50.000 pessoas sdo vitimas fatais de acidentes ofidicos, e
que a maioria desses casos ocorrem na Asia (Nancy et al., 1991).

Nos Estados Unidos, de 7.000 ocorréncias desse tipo de acidente,
somente 12 evoluiram para a morte (Arena e Andrew, 1986), sendo que
muitos dos casos nédo fatais, resultaram em morbidade para o paciente,

apresentando dor local, edema de tecido, necrose e faléncia renal aguda
(Nancy et al., 1991).

Acidente ofidico continua sendo um grave problema de Saude
Plblica no Brasil, sendo que nos acidentes causados pela Crotalus
durissus terrificus a mortalidade é elevada, chegando a 72% nos casos
ndo tratados com soro anticrotalico e 11% quando ha tratamento. As
serpentes do género Bothrops sdo responsaveis por 80 a 90% dos
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acidentes no Brasil (Barraviera, 1993).

No Brasil, durante os anos de 1987, 1988 e 1989 foram
notificados 21.463, 19.815 e 20.947 casos de acidentes ofidicos,
respectivamente. A Tabela ! ilustra a incidéncia de casos destes
acidentes por regido geografica e a Figura 1| mostra o nimero absoluto
de casos, segundo a area geografica. Em 1990 (janeiro a julho), o
Ministério da Saude recebeu 9.396 notificacbes de acidentes por
serpentes venenosas. Entre os acidentes graves devem ser ressaltados 0s
causados por serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus (Barraviera,
1993).

Estudo epidemioldgico realizado em S&o Paulo entre os anos de
1986 e 1989 notificou 8.721 acidentes ofidicos, dos quais 6.834 casos
com referéncia ao género da serpente. A estatistica encontrada é
semelhante aquela observada no resto do pais, no que diz respeito a
serpente causadora do acidente. A maioria dos acidentes ocorreu entre
0S meses de novembro a abril, ou seja, nos meses mais quentes e
chuvosos. A maior parte das vitimas foi do sexo masculino e a letalidade
foi de 0,4%, sendo maior nos acidentes causados pelo género Crotalus
(1,1%) que no Bothrops (0,4%). Porém as serpentes do género
Bothrops foram responsaveis pela maioria dos oObitos (Ribeiro et al.,
1993). Esta baixa letalidade em relacdo ao resto do pais deve-se a
precocidade da assisténcia e a difusdo das normas de atendimento
consideradas ideais (Resende et al., 1989).

TABELA |
Acidentes ofidicos no Brasil nos anos 1987, 1988 e 1989.

PERIODOS ESTUDADOS

_ 1987 1988 1989
REGIOES
Norte 24,49 25,36 23,49
Nordeste 10,80 7,44 6,01
Centro-Oeste 30,98 33,60 36,57
Sudeste 15,29 13,35 13,56
Sul 14,69 12,94 15,73
Média Nacional 15,48 13,71 13,96

Coeficiente de incidéncia por 100 mil habitantes (Barraviera,
1993)
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Norte

CentroOeste
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Brasil

FIGURA 1: Numero de acidentes ofidicos no Brasil

Distribuicdo do nimero de casos de acidentes causados por
serpentes brasileiras segundo as regides geograficas do
Brasil no periodo de 1986 a 1989.

Fonte: Secretaria de Salde de Unidades Federativas.
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A regido brasileira em que ocorreu maior coeficiente de
incidéncia de acidentes ofidicos entre os anos de 1987 e 1989 foi a
regido Centro-oeste, sendo seguida pela regido Norte. Este resultado é
plenamente aceitdvel, tendo em vista que tais zonas possuem
caracteristicas rurais e pouco indice populacional, sendo o habitat
escolhido pelas serpentes.

A regido Nordeste mostrou menor indice por 100 mil habitantes
de acidentes ofidicos do Brasil. Tal regido possui grandes areas rurais, e
por esse motivo, esperava-se maior nimero de acidentes ofidicos. Uma
explicagdo provavel para tais resultados é de que ndo houve notificacédo
satisfatoria dos casos ocorridos.

S&o apenas quatro os géneros de serpentes peconhentas existentes
no Brasil: Bothrops, Crotalus, Lachesis e Micrurus. Basta que seja
reconhecido o género da serpente causadora do acidente para que se

possa tomar medidas terapéuticas fundamentais (Jorge e Rosenfeld,
1970).

Os soros produzidos no Brasil ndo sdo especificos para cada
espécie, exceto no caso do género possuir uma unica espécie nacional,
como no caso do género B. jararaca. Sabendo-se que, embora as
serpentes de um mesmo género possam causar patologias semelhantes
em suas vitimas, determinadas espécies e subespécies do mesmo género
possuem peconhas com propriedades um pouco diferentes. O mesmo
acontece entre serpentes da mesma espécie, mas de idade e procedéncia
diferentes (Kamigutti, 1988).

As espécies de diferentes géneros, bem como de espécies do
mesmo género possuem algumas substéncias antigenicamente
semelhantes (Dias da Silva et al., 1989).

No Brasil representantes de apenas duas familias de serpentes
possuem interesse em Saude Publica:

1) Familia: Elapinae
Sub-familia: Elapinae
Género: Micrurus (12 espécies)
Leptomicrurus (2 espécies)

As serpentes corais sdo representantes desta familia, sendo que as
mais estudadas sdo 3 espécies do género Micrurus'. Micrurus
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corallinus, Micrurus frontalis, Micrurus lemmiscatus. Acidentes
causados por esse grupo sdo raros, pois as corais sdo de habitos
noturnos, subterraneos, esquivas e pouco agressivas, decorrendo, regra
geral, de manipulagdo sem as devidas precaucdes e tecnicas.

A familia Viperidae possui dois géneros: Crotalus, Bothrops.e
Lachesis.

2) Familia: Viperidae
Sub-familia: Crotalinae
2.1.Género: Crotalus

Espécie: Crotalus durissus
Subespécies:C. d. terrificus
C. d. cascavela
C. d. collitineatus
C. d. ruruima
C. d. marajoensis
As peconhas da C. durissus terrificus, C. durissus cascavela e C.
durissus collitineatus, tem sido as mais estudadas pelos pesquisadores.
As pesquisas realizadas com as outras duas subespécies sdo bastante
reduzidas. As serpentes de todas estas subespécies podem ser
encontradas em quase toda regido brasileira, excetuando-se a Floresta
Amazbnica, Zona da Mata Atlantica e Regides Litoraneas. S&o
popularmente chamadas de cascavel, cascavel de quatro ventas,
boicininga, maracaboia, maraca e outros (Ministério da Salude, 1986).

2.2.Geénero: Bothrops
Espeécies: B. Jararaca
B.jararacussu
B. alternatus
B. moojeni
B. neuwiedi
B. cotiara

Estas seis espécies citadas sdo as mais estudadas e ainda existe no
Brasil mais onze espécies descritas e inimeras subespécies.

2.3.Género: Lachesis
Espeécies: Lachesis muta
Subespécies: L. m. muta
L.m.rhombeata
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Este grupo € o menos estudado. E raro o acidente causado pela
subespécie existente no Brasil. Encontra-se distribuida nas grandes
florestas tropicais do Brasil: Amazonia e Atlantica. Recebe nomes
populares de surucutinga, surucucu, pico-de-jaca (Gualtieri, 1987).

GENERALIDADES SOBRE O EFEITO DOS
ACIDENTES OFIDICOS

As acOes fisiopatologicas causadas pelos venenos dos cinco
géneros de serpentes peconhentas do Brasil, Micrurus, Leptomicrurus,
Crotalus, Bothrops e Lachesis sdo: agdo proteolitica, coagulante,
neurotdxica, miotoxica, hemorragica e nefrotoxica (Jorge e Ribeiro,
1990).

Nos acidentes provocados por serpentes do género Bothrops e
Lachesis, as lesdes locais como rubor, edema, bolhas e necrose eram
atribuidas a acdo proteolitica destes venenos (Ministério da Saude,
1986). No entanto, estudos mais recentes demonstraram que os efeitos
locais decorrem da atividade de maltiplos componentes com acgdes
diversas, tais como a liberacdo de mediadores quimicos (Cupo et al.,
1988).

Os venenos de serpentes da familia Crotalidae, objeto de estudo
no presente trabalho, possuem atividade proteolitica sobre a caseina,
mas existe marcada diferenca quantitativa entre os mesmos. Ha
variagbes quantitativas no efeito proteolitico ndo somente entre as
diferentes especies, como também foi observado diferencas na mesma
espécie com habitat em distintas zonas geograficas (Lomonte e
Gutierrez, 1983):

Muitos venenos da subfamilia Crotalidae séo caracterizados pela
acdo tecidual local, ndo causam neurotoxicidade tal como paralisia
muscular, porém os venenos das serpentes da espécie Crotalus durissus
terrificus ndo mostram esses efeitos em suas vitimas. O envenenamento
causado por essa especie & muito semelhante aqueles causados pela
familia Elapidae. Todas as subespécies Crotalus durissus analisadas
ndo apresentaram acdo proteolitica sobre a caseina (Sanchez et al.,
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1992).

Os venenos dos géneros Bothrops, Lachesis e Crotalus possuem
acdo coagulante do tipo trombina, ou seja, 0s venenos transformam
diretamente o fibrinogénio em fibrina. O veneno botropico tambeém
possui a capacidade de ativar o fator X e a protrombina da cascata de
coagulacdo sanguinea. Apds esta ativacdo, o resultado final serd o
consumo de fibrinogénio com incoagulabilidade sanguinea, consumo dos
fatores V, VIl e plaquetas, levando ao quadro de coagulacéo
intravascular disseminada (Kamiguti et al., 1988).

A acdo neurotoxica é encontrada nos venenos das serpentes dos
géneros Crotalus e Micrurus, sendo que esta acdo limita-se
praticamente ao bloqueio da juncdo mioneural. Na realidade, a
terminologia mais adequada seria acdo mioneural, e ndo neurotoxica
(Jorge e Ribeiro, 1989).

A neurotoxina elapidica possui peso molecular menor que a da
crotalidica. Esta caracteristica causa maior demora no aparecimento da
sintomatologia de bloqueio da juncdo mioneural nesse tipo de acidente.
Admite-se, também, uma atividade neurotdxica do veneno laquético
capaz de ocasionar sindrome de excitacdo vagai com os seguintes efeitos:
diarréia, hipotenséo arterial e choque (Jorge e Ribeiro, 1989).

Os venenos das serpentes do género Bothrops podem causar
hemorragia local ou sistémica nos pulmdes, cérebro e rins. A
hemorragia, nesse caso, é provocada pela acdo de hemorraginas (fatores
hemorragicos), que agem sobre 0s vasos capilares e causam inicialmente
destruicdo da membrana basal, levando posteriormente a sua ruptura
(Jorge e Ribeiro, 1989, Ribeiro et al., 1990).

A acdo miotoxica sisttmica para musculos esqueléticos €
encontrada nos venenos das serpentes do género Crotalus, que
provocam lise e/ou necrose das fibras, liberando enzimas musculares e
mioglobina na circulacdo (Magalhées et al., 1986).

Nos venenos crotalicos e botropicos sdo encontradas acdes
nefrotoxicas. Admite-se acdo nefrotoxica direta sobre os tdbulos renais,
embora outros mecanismos possam contribuir para a patogénese dessas
lesBes (Sanchez et al., 1992).
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FISIOPATOLOGIA E NEFROTOXICIDADE DO
ACIDENTE CROTALICO

O veneno crotélico possui acdo importante sobre os musculos
esqueléticos (Azevedo-Marques et al., 1985), sistema nervoso
(Wajchenberg et al., 1954), rins (Amaral et al., 1986) e sangue (Costa et
al., 1989). Exerce o efeito neurotoxico no sistema nervoso central e
periférico (Chang e Lee, 1977). Possui acdo predominantemente
inibidora da liberacdo da acetilcolina ao nivel da placa motora, causando
bloqueio na condugdo do estimulo nervoso (Vital Brazil, 1980). E
descrito também uma acdo pds-sinéptica, porem muito menos potente
(Bon et al., 1979). Causa paralisia flacida de musculos esqueléticos,
principalmente os faciais e oculomotores (Jorge, 1989). A principal
fracdo tdxica do veneno da Crotalus durissus terrificus é a crotoxina,
causadora de paralisia em todas as espécies animais estudadas, sendo esta
paralisia semelhante ao efeito causado pelos curares (Barraviera, 1990).

As investigagOes experimentais mostram que 0s venenos dos
animais peconhentos causam efeitos nefrotoxicos (Minton, 1971), e que
0s varios componentes dos venenos das serpentes agem direta ou
indiretamente sobre as células renais (Raab e Kaiser, 1966).

A insuficiéncia renal aguda (IRA) é uma complicacdo bastante
encontrada nas vitimas de envenenamento ofidico (Chugh et al., 1975,
Da Silva et al., 1979). As lesOes anatbmicas renais causadoras desta
complicacdo sdo a glomerulonefrite aguda, necrose tubular aguda (Date
e Shastry, 1982) e a necrose cortical renal (Date e Shastry, 1982).

Nancy et al. (1991) relatam que as lesdes renais mais frequentes
provocadas por acidentes ofidicos sdo a necrose difusa, em 18%, e a
necrose cortical, em 9% dos casos, sendo que Chugh (1989) inclui a
necrose tubular aguda em 73% dos estudos.

As mesmas lesBes também foram observadas em nosso meio nos
envenenamentos produzidos por serpentes dos géneros Bothrops e
Crotalus (Amaral et al., 1980). Porem Amaral et al. (1986) em estudo
clinico e laboratorial de trinta e dois pacientes vitimas de acidente

crotalico ndo encontraram necrose cortical renal causado pelo género
Crotalus.
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A IRA ¢ observada ap0s acidentes ofidicos causados pelo grupo
Viperidae (Amorim e Melo, 1954, Reid, 1961) e em muitos trabalhos a
faléncia renal é atribuida a necrose tubular e cortical (Amorim e Melo,
1954, Reid, 1961, Amorim et al., 1969, Amorim, 1971), infarto renal,
arterites necrosantes e sindrome nefrética (Raab e Kaiser, 1966). Sant e
Puradare (1972) descreveram que a glomerulonefrite proliferativa é
causada por acdo toxica direta deste veneno. Porém, muitos outros
autores ndo mencionam alteracdes glomerulares (Mittal et al., 1986).

A realizacdo da bidpsia renal nos pacientes com IRA secundaria
ao acidente ofidico poderia contribuir para elucidar a patogénese e 0s
tipos histologicos das lesdes observadas. Entretanto tal procedimento
traz complicacOes graves ao paciente e ndo altera a conduta terapéutica.

Mittal et al., (1986) estudaram durante quatorze anos acidentes
ofidicos causados pelo género Viperidae, Bothrops e Crotalus,
realizando autopsia e biopsia nas vitimas. Os resultados mostraram
necrose tubular em 15% dos casos. Concluiram que a patogénese da
necrose tubular pode ser causada por acdo toxica direta do veneno,
através da acdo da fosfoiipase. A leséo renal em 50% desses casos
resultou da coagulacédo intravascular, porém ndo foi esclarecido se tal
efeito foi consequente a acédo toxica direta do veneno no endotélio ou
devido ao aumento do fator pré-coagulante. Nos glomérulos foram
encontradas outras mudancas significativas, como a dilatacdo endotelial
e ruptura da membrana basal em dezessete casos (Mittal et al., 1986).

A nefrotoxicidade resultante do envenenamento crotalico foi
atribuida a acdo nefrotdxica direta, a hipotensdo arterial e ao choque
(Hadler e Vital Brazil, 1966). Recentemente, através de exames
laboratoriais especificos das vitimas de acidente crotalico foi descartada
a atividade hemolitica desta peconha, através da dosagem de
hemoglobina, haptoglobina sanguinea e hemoglobina na urina
(Azevedo-Marques, 1985). A liberacdo de mioglobina, secundéria a
rabdomiolise, pode ser outro mecanismo envolvido na patogénese das
lesbes renais causadas por acidentes crotalicos (Azevedo-Marques et al.,
1985).

A acdo miotoxica sistémica causa rabdomiolise generalizada com
acometimento preferencial da fibra do tipo I, rica em mioglobina (Jorge
e Ribeiro, 1987). Produz aumento precoce e intenso da atividade sérica
das enzimas musculares, mioglobinemia e mioglobindria (Azevedo-
Marques et al., 1985).
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A rabdomidlise é uma sindrome clinico-laboratorial de mdltiplas
etiologias, resultante da lesdo muscular esquelética com liberacdo do
conteudo celular para o plasma (Gabow et al., 1982). A rabdomidlise,
associada a insuficiéncia renal aguda é uma complicacdo observada nos
acidentes causados por serpentes marinhas e elapidicas (Hood e Jonhson,
1974), e s0O recentemente foi relatada no envenenamento produzido pela
Crotalus durissus terrificus (Azevedo-Marques et al., 1985). O
diagnostico clinico pode ser suspeitado quando o paciente apresenta
mialgia e edema muscular (Magalhées et al., 1986). Entretanto, cerca de
50% dos casos sdo assintomaticos, podendo o diagnostico passar
despercebido (Reid, 1961).

Estudos experimentais se fazem necessarios para definir os
mecanismos envolvidos na patogénese da IRA, ocasionada pelas
peconhas botrdpica e crotalica.

Os pacientes vitimas de acidentes ofidicos por serpentes do género
Bothrops e Crotalus apresentam em comum sintomas de IRA, tais
como: uremia, hiperpotassemia, acidose metabolica, anemia, hiper-
hidratacdo e edema agudo do pulmé&o (Amaral et al., 1986). Reid (1968)
sugeriu que as peconhas das serpentes dos géneros Viper e Pit vip
possuem atividades atraves de seus efeitos diretos nos rins.

A administracdo do veneno de serpente causa alteracédo
glomerular (nefrite), alteracdo tubular (nefrose) e infarto renal. As
alteragbes glomerulares consistem em inflamacdo e as tubulares
ocorrem por acdo direta do veneno (nefrose do néfron intermediario)
através de hipdxia vascular (Raab e Kaiser, 1966).

Hadler e Vital Brazil (1966) mostraram, atraves de injecdo
endovenosa em coelhos, que a crotoxina produz lesbes glomerulares e
tubulares. O exame histopatolégico em microscopia eletrénica mostrou
gue entre o primeiro e 0 nono dia ap0s a injecdo de crotoxina
ocorreram alteracOes em algumas destas zonas renais. Nos primeiros
quatro dias os tabulos estavam menos afetados que os glomérulos e, a
partir do quinto dia predominavam as lesdes tubulares. Tais lesdes
foram atribuidas ao choque e ao efeito nefrotéxico direto do veneno.

O veneno crotélico produz, inicialmente, efeito neurotoxico e,
posteriormente, uma sindrome nefrotoxica intermediaria, com lesbes
tubulares no transcurso da enfermidade, podendo sobrevir anuria, que
requer hemodialise. Como consequéncia da complicacdo renal pode
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sobrevir a morte de alguns pacientes entre o oitavo e décimo quinto dia
do acidente ofidico (Rosenfeld, 1971).

Nos acidentes causados por Crotalus durissus terrificus, 74% das
vitimas ndo tratadas morrem. Porém, com a terapia antiveneno a
mortalidade é de 12%. A alta mortalidade é atribuida ao efeito
neurotdxico do veneno aliado a complicacédo renal (Hawgood, 1982).

Outros fatores tais como: desidratacdo, hipotensdo arterial,
acidose metabodlica e choque podem estar associados a rabdomidlise e
contribuem para a instalacdo da lesdo renal (Barraviera, 1990).

As alteracOes observadas nos fatores da coagulagdo estdo
relacionadas com enzimas tipo trombina, sendo esta uma das fracdes do
veneno que tem a capacidade de transformar o fibrinogénio em fibrina.
Este efeito causa o consumo dos fatores da coagulacdo e por fim
incoagulabilidade sanguinea (Kamiguti et al., 1988). Contrastando com
os efeitos da cascavel norte americana, a Crotalus durissus terrificus
ndo apresenta acdo proteolitica ou atividade hemorragica (Sanchez et al.,
1992).

ESTRUTURA E ATIVIDADE DO VENENO DA
C. durissus terrificus-. QUADRO CLINICO E
LABORATORIAL DO ENVENENAMENTO

A composicao do veneno crotalico € complexa, sendo constituido
de enzimas, toxinas e peptideos. O fracionamento do veneno em coluna
de Sephadex revelou as seguintes fracdes enzimaticas: 5-nucleotidase,
fosfodiesterase, enzimas tipo trombina, L-amino oxidase, atividade
calicreina tipo tissular e hidrolase do NAD. As toxinas separadas foram
as seguintes: cromatina, crotapotina, crotoxina, giroxina e convulxina
(Bercovici et al., 1987).

Em geral ndo ha reacdo no local da mordida da serpente
Crotalus, embora um pequeno edema possa estar presente, pois nesse
tipo de acidente ndo ha relacédo entre os sintomas locais e a gravidade do
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envenenamento (Barraviera, 1990).

O veneno crotalico causou hetnolise “in vitro", porém este
fendmeno nado foi observado “in vivo" (Barraviera, 1990).

Algumas manifestacGes observadas em pacientes vitimas deste
acidente, tais como as alteracdes da sensibilidade no local da picada e a
alteracdo da gustacéo e da olfacdo, ainda nao tem fisiopatologia definida
(Jorge et al., 1986).

A manifestacdo sistémica mais comum, se deve a neurotoxicidade,
através da ptose palpebral, diminuicdo da expressdo facial devido a
paralisia de musculo da mimica, enrugar a testa na tentativa de abrir 0s
olhos e, muitas vezes, permanecer com a boca entreaberta: facies
neurotoxico de Rosenfeld. Sdo frequentes a diminuicdo da mobilidade
visual e diplopia (Rosenfeld, 1965).

A contagem das plaguetas pode estar normal ou diminuida e os
fatores da coagulacdo estdo diminuidos. Em consequéncia, o tempo de
protrombina (sistema extrinseco) e o tempo de tromboplastina
parcialmente ativado (sistema intrinseco) encontram-se aumentados.
Qualquer que seja 0 mecanismo de ativacdo da cascata da coagulacéo, o
efeito resultante sera principalmente o consumo de fibrinogénio
(Barraviera, 1990).

A miotoxicidade do veneno é observada pela intensa mialgia
generalizada, podendo ser acompanhada de edema muscular discreto,
embora em alguns casos possa ser assintomatico (Cupo et al., 1988).
Nesses casos, 0 diagnoéstico € despertado pela constatacdo de niveis
plasmaéticos elevados de creatinofosfoquinase (CPK), desidrogenase

latica (DHL) e transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) (Barraviera,
1990).

A auséncia de mioglobina na urina ndo exclui o diagnostico de
rabdomidlise, pois a mioglobindria é depende da concentracdo
plasmatica de mioglobina, do ritmo de filtracdo glomerular e do fluxo
urindrio. A biopsia muscular também pode contribuir de forma
importante para a confirmacdo da rabdomidlise (Barraviera, 1993).

As alteracOes renais evidenciadas pela urina escura e/ou vermelha

ocorrem, em geral, apds 24 horas do acidente (Barraviera, 1990). Nos
casos que evoluem para IRA foram constatadas hipocalcemia,
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hiperuricemia, e hiposfatemia, grave oliguria, seguida de anuria ap0s o
acidente, com elevacdo progressiva dos niveis séricos de uréia e
creatinina (Magalhées et al., 1986). A hiponatremia acompanha 0s
estados de desidratacdo e 0 potassio sérico pode estar normal ou
aumentado. O potassio sérico pode estar diminuido quando o acidente é
grave (Barraviera, 1990).

A producdo do veneno ocorre em glandulas exdcrinas do tipo
seroso, cuja secrecdo é coletada no conduto secundario que conduz a
boca. Sabe-se que a glandula nunca esvazia-se completamente, mesmo
depois de uma série de esvaziamentos espontaneos ou de extracdes do
veneno (Fraenkel-Conrat, 1982).

A crotamina, toxina polipeptidica basica, peso molecular 4.900
Daltons (Laure, 1975), atua nas fibras musculares alterando sua
permeabilidade ao sddio (Pellegrini Filho e Vital Brasil, 1978). E pouco
toxica, ndo desempenhando importancia na fisiopatologia do veneno
crotalico no homem (Vital Brazil, 1980).

A convulxina, toxina de elevado peso molecular, produz
convuls@es, pertubacdes respiratorias e circylatérias, e seu papel no
envenenamento ndo se encontra esclarecido. E possivel que participe na
génese de movimentos convulsivos, por vezes observados no
envenenamento crotalico (Vital Brazil, 1980, Prado-Franceschi et al.,
1981).

A giroxina é pouco conhecida, sabendo-se somente que produz
uma sindrome convulsiva peculiar em camundongos (Barrio, 1961).

Todos os tipos de venenos da subespécie Crotalus durissus
apresentaram uma dose letal 50 (DLgg) significativamente maior pela
via intra-peritoneal.(l,5 - 2,6/zg/20g de peso) que pela via endovenosa
(2,0 - 2,4//g/20g de peso). Sendo a atividade letal muito mais
significativa pela via intratecal (28,8 - 42,3 x 10'3//g/20g de peso)
(Sanchez et al., 1992).
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CROTOXINA: MECANISMO DE ACAO

A crotoxina é uma neurotoxina com atividade fosfolipasica Ao e

correspondente a0 mais importante componente toxico do veneno da
Cascavel sul americana {Crotalus durissus terrificus), exercendo sua
acao fisiopatolodgica atraves do blogueio da transmissdo neuromuscular
(Vital Brazil, 1971).

Esta toxina foi isolada pela primeira vez em 1939 e seu peso
molecular foi estimado em 30.000 Daltons (Slota e Fraenkel-Conrat,
1939). As estruturas tridimensionais da fosfolipase Ao de pancreas

bovino e do veneno da Crotalus atrox foram bem elucidadas e
mostraram semelhancas somente em alguns detalhes estruturais, mas
possuem 0 mesmo aspecto geral (Renetseder et al., 1985).

A crotoxina consiste basicamente de duas proteinas, uma
altamente basica fosfolipase Ao (fosfatidase 2-acilhidrolase) e outra

menos basica chamada crotapotina (Haberman e Breithaupt, 1978). A
crotapotina € responsavel pelo transporte da fosfolipase ao nivel da
membrana pos-sindptica e possui baixa poténcia letal (Rubsamen et al.,
1978, Breithaupt, 1976).

Estas duas subunidades formam um complexo molar de
proporcdo 1:1. A reassociagdo das duas subunidades isoladas restaura a
neurotoxicidade da crotoxina original (Rubsamen et al., 1978). A
ligacdo quimica entre a fosfolipase A2 e a crotapotina ndo é do tipo

covalente, é portanto uma ligacdo fraca e reversivel (Barraviera, 1993).

Recentemente, Aird et al. (1986) e Laure (1988) analisaram a
sequéncia dos aminoacidos do componente béasico, e o0s resultados
revelaram similaridade entre ele e o veneno total, bem como a
fosfolipase pancreatica A9.

O soro antiofidico da Crotalus durissus terrificus é capaz de
inativar a fosfolipase A2 basica, que é o componente crucial para a agédo
toxica do complexo crotoxina, sendo provavel que o0 veneno seja
inativado pelo soro através da formacdo de complexo inativo entre os
dois (Mittal et al., 1986).
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A crotoxina purificada do veneno coletado de um grande ndmero
de serpentes venenosas mostrou uma mistura de varias proteinas, tendo
0 mesmo peso molecular e também atividade farmacoldgica e
enzimatica. Elas diferiam largamente nas propriedades cromatograficas
e na mobilidade eletroforética (Rubsamen et al., 1971, Wu, 1983).

A crotoxina causa bloqueio da transmissdo neuromuscular ao
nivel pré-sinaptico, portanto 0s venenos de serpentes que possuem essa
fracdo pertencem a classe de serpente venenosa beta-neurotoxina. Este
efeito ocorre através de uma mudanca trifasica de depressdo, facilitacdo
e bloqueio final na liberacdo de acetilcolina no nervo terminal
(Fraenkel-Conrat, 1982, Bon et al., 1988, Faure e Bon, 1988).

Efeito semelhante ocorre com outros venenos beta-neurotoxina tal
como a beta-bugarotoxina (Chang et al., 1973, Abe et al.,, 1977),
notexina (Harris et al., 1973), taipoxina (Cull-Candy et al., 1976) e
textilotoxina (Su et al., 1983).

A crotoxina em altas doses age na membrana pos-sinaptica,
produzindo estabilizacdo dos receptores da acetilcolina em estado
conformacional inativo. Este estado de dessensibilizacdo também €
observado apds prolongada incubacdo com agonistas colinérgicos (Vital
Brazil, 1966, Bon e Jeng, 1979).

A dose letal da crotoxina foi testada em camundongos, ratos,
coelhos, cobaios e pombos. A suscetibilidade para a agdo da dose letal da
crotoxina e veneno nos animais em experimento segue a seguinte ordem:
pombo, cobaios, camundongo, coelho, rato.

Em cées a causa da morte é devido a um componente do veneno
diferente da crotoxina. Os ratos sdo 0s mais resistentes para a crotoxina
e também para o veneno bruto. Albumindria, oliguria e andria foram
sintomas frequentes encontrados, em cdes, pela crotoxina e também em
pacientes (Wajchembeg et al., 1954).

Varios sinais de envenenamento produzidos no homem pela
mordedura da cascavel sul americana foram também observados nos
animais que receberam crotoxina, tais como: ptose palpebral e de
mandibula, atonia da musculatura cervical, e paralisia geral dos
musculos. De qualquer modo, a participacdo de outros componentes do
veneno na génese dos disturbios renais e vomitos ndo sdo excluidos
(Vital Brazil et al., 1966).
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Na realizacdo de estudo histopatologico em rins de coelhos, apos o
primeiro dia de inoctilagdo por via endovenosa da crotoxina, foram
encontradas alteragbes patoldgicas nos glomerulos e tabulos. Estudo
histopatoldgico em microscopia eletrénica, 35 minutos apés a injecdo de
crotoxina, ndo revelou lesGes ostensivas no cortex, embora tenha
diminuido o fluxo nesta regido. A causa de tal efeito ndo se devia a
trombose, pois esta se instalou posteriormente, e contribuiu para
diminuir ainda mais o fluxo. A causa da vasoconstric¢do foi investigada
através do tratamento prévio dos animais com reserpina, sendo que o
efeito foi a diminuicdo do fluxo cortical sem significancia estatistica
(Rovere et al., 1978).

Esta diminuicéo precoce da irrigacdo cortical causada pelo veneno
é um fator que poderia contribuir para o desenvolvimento da
insuficiéncia renal aguda (Rovere et al., 1978).

Atraves da inoculacdo de crotapotina no musculo foi possivel
observar que o sitio primario de acdo da crotoxina € a membrana
plasmatica e esta relacionado com hidrélise de fosfolipideo (Barraviera,
1990).

Na acdo “curare-like”, a neurotoxina liga-se aos receptores
nicotinicos da acetilcolina e assim previne a acdo despolarizante da
acetilcolina. A neurotoxina pré-sindptica inibe a liberacdo da
acetilcolina, sendo extremamente letal (Hawgood e Smith, 1977).

A fosfolipase A2, encontrada no veneno da C. durissus terrificus,

€ uma proteina basica com peso molecular compreendido entre 14.500 e
16.400 Daltons e requer calcio para exercer sua atividade em pH
alcalino (Habermann e Breithaup, 1978). Coelhos imunizados com
fosfolipase A2 purificada de veneno de Crotalus durissus terrificus

produzem anticorpos capazes de neutralizar a atividade neurotoxica
presente na crotoxina purificada ou no veneno crotalico bruto (Bon e
Jeng, 1979). Camundongos imunizados com fosfolipase Ao purificada da

peconha da Crotalus durissus terrificus produziram anticorpos que
neutralizaram a acdo do veneno crotdlico bruto, com titulos de
anticorpos séricos especificos para a crotoxina, determinados pelo
método de ELISA (Santos et al., 1988).

Experiéncias com equinos que receberam imunizacdo com
fosfolipase A2 purificada da crotoxina, também mostraram uma

protecdo nos animais, quanto ao efeito letal causado pelo veneno da
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Crotalus durissus terrificus (200mg) quando este foi inoculado quatro
meses apds a imunizacdo. Portanto a fosfolipase Ao pode ser usada como

antigeno protetor do efeito letal causado pelo respectivo veneno. E
Importante salientar que a dose de 200mg do veneno seco de Crotalus
durissus terrificus € um valor quatro vezes maior de quantidade de
veneno que pode ser retirado por extracdo manual de 75% de serpentes
desta espécie (Santos et al., 1988).

Os efeitos renais causados pelo veneno da C. durissus terrificus
podem ocorrer por acdo direta e/ou indireta (Raab e Kaiser, 1966).
Muitas pesquisas ja foram realizadas desde a afirmacdo desses autores,
na tentativa de elucidar o mecanismo de nefrotoxicidade causado pelo
referido veneno. O sistema de rim isolado permite eliminar as
manifestaces sistémicas que atuam sobre a fungdo renal, constituindo-se
em um modelo experimental bastante vantajoso para avaliar a acao
direta das substancias no rim.
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Il. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a nefrotoxicidade
causada pelo veneno da Crotalus durissus terrificus e pela sua principal
fracdo, a crotoxina, em sistema de rim isolado, ou seja, onde ndo héa
interferéncia de fatores sistémicos.

Os objetivos especificos analisados foram:

a) Determinar as alteragbes das fungdes renais causadas pelo
veneno da Crotalus durissus terrificus e da crotoxina.

b) Relacionar as alteracGes histopatoldgicas e funcionais nos rins
perfundidos com o veneno da Crotalus durissus terrificus,
comparando-as com aquelas obtidas nos rins perfundidos com a
crotoxina e com dexametasona antes e durante a perfusdo com o veneno.
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I1l. MATERIAL E METODOS

ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os ratos utilizados foram da cepa Wistar, com variacdo de peso
entre 250 e 350g, de 90 a 120 dias de idade e provenientes do biotério
da Unidade de Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceara.
Antes de cada experimento 0s animais foram previamente submetidos a
jejum por um periodo de 24 horas e agua ad libitum.

No planejamento das experiéncias, dois animais foram sempre
preparados para evitar alguma casualidade, como problemas no
decorrer do procedimento cirdargico ou anormalidades
anatomofisiologicas no animal que prejudicassem o andamento da
experiéncia.

As experiéncias foram realizadas com cinco grupos de rins 0s
quais foram perfundidos com:

1) Albumina (69%)

2) Veneno da Crotalus durissus terrificus (1/zg/ml)

3) Crotoxina (1/zg/ml)

4) Crotoxina (2/zg/ml)

5) Dexametasona (10 mg) + veneno (1/ig/ml)

O numero de rins perfundidos nos diferentes grupos grupo
experimentais foram de 4 a 6.

PESAGEM DOS ANIMAIS

Todos os animais utilizados na parte experimental foram pesados
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através de uma balanca de preciséo (Modelo METTLER PB 3000).

O rim esquerdo e direito dos ratos também foram pesados antes e
apos o corte histopatologico e a seguir foram colocados em estufa para
inceracdo (Modelo Gram-ATIC).

TECNICA CIRURGICA

Apos os animais terem sido pesados, foram anestesiados com
injecdo intra-peritoneal de pentobarbital sddico na dose de 50mg/Kg de
peso corporal. Em seguida, o animal foi colocado na mesa cirdrgica e a
veia femural foi isolada sendo administrado 3ml de manitol na
concentracdo de 66,6mg/ml.

Foi realizada antissepsia da parede abdominal para depois
proceder uma incisdo mediana a linha alba, que vai desde o externo até a
regido pubica. Perpendicularmente, na metade dessa incisdo cirurgica,
procedeu-se duas outras incisdes em direcdo aos flancos, ou seja, uma do
lado esquerdo e outra do lado direito.

Para 0 manuseio do rim direito, as visceras abdominais foram
afastadas para o lado esquerdo e mantidas Umidas usando-se soro
fisioldgico na temperatura de 37°C. Este processo permite um maior
campo cirargico e melhor visualizacdo das estruturas anatomicas a
serem utilizadas. O ureter direito foi dissecado e obstruido distalmente,
seguindo-se, entdo, sua canulacdo com um tubo de polietileno (PE 50).

A artéria supra-renal direita e a glandula supra-renal direita
foram identificadas, isoladas, seccionadas, e em seguida, o rim foi
descapsulado. Usou-se uma lupa (7x) para identificar e dessecar a
artéria mesentérica superior e a artéria renal direita, observando a
existéncia de linearialidade entre elas (Fig. 2).

O rim foi isolado com pingas hemostaticas e a a artéria renal foi
canulada pela artéria mesentérica. Logo ap6s o rim foi estipardo
juntamente com o ureter e fixado a canula perfusora do sistema sem
interrupcdo do fluxo.
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R.Supro-Renal R. Mesentérico Superior

Estdmago

R. Renal

Intestino

Ureter v

Caua Inferior

FIGURA 2. Desenho esquematico das Estruturas Renais e
Peri-Renais
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SOLUCAO PERFUSORA

A solucdo usada para perfundir o sistema de rim isolado passou
por varias etapas de preparo, tendo sido iniciada com a solucdo de

Krebs-Henseleit concentrada 20 vezes, de acordo com as quantidades
abaixo:

NaCl 138,509
KCI 1,859
NaH2PO4H20 3,29

MgSO47H20 5,8
Uréia 10,0g

Antes de sofrer o processo de dialise por 48 horas, foram
retirados 100ml da solucgao acima e adicionados os constituintes a seguir:

NaHCO3 4,29
CaCl22H20 0,749
Glicose 2,09

Completou-se o0 volume com &gua bidestilada até 2000ml e
acrescentou 50mg de penicilina (Squibb). Foi retirado 300ml desta
solugdo e a adicionou-se albumina bovina a 6g% (fragdo V Sigma). A
seguir foi dializada durante 48 horas com refrigeracdo a 4°C, e uso de
homogeneisador. A solucdo restante (1700ml) serviu como solucdo
dializadora, sendo trocada a cada 24 horas. Apos a dialise foi acrescida a
inulina (0,150g). Ao final da dialise o pH foi ajustado entre 7,3 e 7,4.

SISTEMA DE PERFUSAO DE RIM ISOLADO

Apos a nefrectomia direita, o rim foi acoplado ao sistema de
perfusdo cuja solucdo, previamente recirculada, aquecida e oxigenada,
foi desviada para o sistema in situ. Foi iniciada assim a perfusdo do
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orgdo, com o cuidado de antes eliminar bolhas que pudessem estar
presentes. Este cuidado € valido para evitar embolia.

Uma torneira adaptada a canula, no momento da perfusdo “in
situ”, permitia a passagem do fluxo de perfuséo, através da gravidade. A
seguir, a canula do ureter foi colocada em posicdo adequada, para
permitir a coleta das amostras de urina nos referidos intervalos de
tempo.

Hoje existem dois modelos para a perfusdo do rim isolado, o
sistema aberto e o sistema de perfusdo com recirculacdo e dialise: o
sistema aberto em que o perfusato ndo recircula através do rim, e que
possui como principal vantagem a manutencdo constante de parametros
funcionais renais, apresentando um elevado gasto de albumina. O
sistema de perfusdo com recirculacdo e dialise apresenta algumas
vantagens, tais como: manutencdo constante de parametros funcionais
renais, utilizacdo de albumina ou outras substancias na solucdo perfusora
em pequena quantidade, manutencdo constante de substancias dialisaveis
no perfusato e a oxigenacédo adaptada no proprio dialisador.

O sistema de perfusdo sofreu modificacGes durante o seu uso
devido descobertas que propiciaram melhoras consideraveis para o seu
funcionamento, tais como a introducao da albumina bovina (Fragdo V)
pura na solucdo (Bowman, 1972, Schurek et al., 1978, Schurek e Alt.,
1981, Ross et al., 1978, Bowman e Maak, 1974, Little e Cohen, 1974,
De Mello e Maack, 1976), o uso da solucdo de Krebs Henseleit
(Schurek, 1980), a adicdo de substratos na solugcdo perfusora como
glicose, aminoacido, lactato, oxalacetato, piruvato (Bahlman et al.,
1967, Nishiitsuji-Uwo et al., 1967, De Melo e Maack, 1976, Trimble e
Bowman, 1973).

Para melhorar as condi¢des do sistema de perfusdo foi utilizado
um filtro do tipo miliporo para rim de rato (Ross et al., 1973, Cohen et
al., 1977, Fonteles, 1980, Fonteles, 1982) baseado no modelo de
Hamilton et al. (1974).

Em nosso trabalho utilizamos o sistema de perfusdo que se baseia
nas idéias pioneiras de Weiss et al. (1959) e no sistema descrito por
Bowman e Maack (1974) e Ross (1978) com modificacOes feitas por
Fonteles (1980), através da introducdo de um pulméo artificial do tipo
silastico (Figura 3).
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FIGURA 3: Sistema de perfusdo - o desenho acima mostra o rim
direito de rato com canulacdo no ureter e acoplado ao sistema de

perfusao.
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CALIBRACAO DO SISTEMA DE PERFUSAO

Inicialmente o sistema de perfusdo foi montado e limpo com
detergente liquido e agua bidestilada aquecida. Seguindo este processo, 0
sistema foi calibrado através da realizacdo de duas curvas onde se
utilizou como variaveis a pressao e o fluxo. A agua bidestilada foi
colocada no sistema para a calibracao.

O sistema é constituido por uma bomba de perfusdo que possui
cinco velocidades e em cada velocidade foi medido o fluxo, na ponta da
canula, em ml/min e a correspondente pressdao de perfusdo em mmHg.
Elaborou-se no final deste procedimento duas curvas de calibracéao,
sendo que ambas possuem a velocidade da bomba no eixo dos x e 0
fluxo obtido em ml/min e a pressdo em mmHg no eixo dos Y.

Os graficos sdo representados nas figuras 4 e 5 através da
calibracdo realizada em diversos experimentos.
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FIGURA 4:
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Velocidade da Bomba (rpm x 10)

Retas de Calibracdo de Fluxo

A figura mostra as variagdes da velocidade da bomba e do
volume obtidos em mesmo periodo de tempo nas
diferentes velocidades da bomba de perfusdo, antes do
experimento do grupo controle (n=6).
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FIGURA 5: Retas de Calibracdo de Pressdo de Perfusao

A figura mostra o registro de pressdo em funcdo da
velocidade da bomba perfusora, no mesmo periodo de
tempo em diferentes velocidades da bomba de perfusao,

antes do experimento do grupo controle ( n=6).
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O orgao foi acoplado ao sistema de perfusdo e aguardou-se em
média 20 minutos para a observacdo das caracteristicas de pressdo e
fluxo do proprio rim. Este intervalo de tempo foi chamado periodo de
estabilizacdo. O experimento foi realizado a fluxo constante e
apresentou a média de 17ml/min.

ApoOs o periodo de estabilizagédo foi retirado 1,5ml do perfusato
do sistema, que foi considerado como a amostra “zero” do perfusato
(Po). A partir de entdo, a cada 10 minutos foi colhida uma amostra de

urina e do perfusato até o final do experimento. Os primeiros 30
minutos a partir de Po funcionaram como controle interno, para que
todas as variacdes ocorridas fossem melhor avaliadas. Apds esse periodo
foi colocado no sistema a crotoxina, o veneno ou a dexametasona. No
grupo da dexametasona + veneno, o veneno foi colocado no sistema de
perfusdo no tempo de 60 minutos.

As amostras colhidas de perfusato e urina foram guardadas em
freezer a temperatura de -20°C e posteriormente foram determinadas as
concentracdes de inulina, sodio, potassio e osmolaridade. As amostras
urinarias, antes de serem guardadas no freezer, tiveram seus pesos
anotados para a realizacdo de céalculos posteriores (Modelo Gram -
ATIC).

DETERMINACAO DA AGUA E ELETROLITOS
TISSULARES

O rim direito, apés cada experimento, foi pesado e colocado
numa estufa a 90°C por 48 horas para sofrer desidratagdo. O rim
esquerdo néo foi perfundido, mas sofreu 0 mesmo processo de pesagem
e desidratacdo do rim direito. A agua renal foi calculada pela diferenca
entre o peso Umido, antes de colocar na estufa, e 0 peso seco dos rins,
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ou seja, apods a retirada da estufa.

Posteriormente foram incinerados a 550°C durante 12 horas e em
seguida foi adicionado 0,2ml de &cido nitrico concentrado em 2,0ml de

agua bidestilada sobre as cinzas e aquecidas a 100°C durante 2 a 3
minutos.

ApoOs este processo o volume foi completado com 10ml de agua
bidestilada em tubo graduado e determinada a concentracédo tecidual de
sédio e potassio em fotbmetro de chama (Modelo 443). O método
utilizado foi de Gregg et al., (1978). Ao final do procedimento
utilizamos a seguinte formula:

Kt (//Eq/g peso do rim) = Dk x 10Oml / peso seco do rim

Onde: Kt - potéssio tissular ou sodio tissular

Dk (//Eg/ ml) =concentracdo de potassio ou sodio na
amostra diluida.

CALCULO DOS PARAMETROS FUNCIONAIS
RENAIS

Foram utilizados para determinacdo dos parametros funcionais
renais as férmulas a seguir:

1. FU (ml.g_1min_1) = Fluxo urinario
FU = Peso do volume urinério / peso do rim esquerdo x 10
* Admitiu-se que a urina possui a mesma densidade de agua

(d=lI).
2. RFG (ml.g_lmin_1) = Ritmo de filtragdo glomerular
RFG = (DOU in / DOP in x FU)

DOU in = Densidade otica da inulina na urina
DOP in = Densidade otica da inulina no perfusato

3. RNa+ = Concentracdo de sédio no perfusato
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4. UNat+ = Concentracdo de sodio na urina
5. RNa+Cz/Eg-g.”*min’1) = Sodio filtrado
FNa+ = RFG x PNat

6. ENa+(//Eq.g._1Imin'l) = Sodio excretado
ENa+ = FU x UNa+

7. TNa+Q/Eqg.g.”minl) = Sodio transportado
TNa+ = FNa+ - ENa+

8. % TNa+ = Percentual de sddio reabsorvido
%TNa+ = TNa+ x 100/FNa+

9. FK+C/zEQ.g.”min"1) = Potéassio filtrado
FK+ = RFG x PK+
UK+ - Concentracdo de potassio na urina

10. EK+(/iEq.g."Imin’1) = Potassio excretado
EK+ = FU x UK+
UK+ = Concentracdo de potassio na urina

11. TK+(//Eq.g._1min’’) = Potéssio transportado
TK+ = FK+ - EK+

12. %TK+ = Percentual de potassio transportado
%TK+ = TK+ x 100/FK+

13. C osm (ml.g.”min*1) = Clearance osmotico
C osm = (U osm / P osm). FU
U osm = Osmolaridade urinaria
P osm = Osmolaridade do perfusato

14, Ch20 (ml.g/hninl) = Clearance de &gua livre
CHqO = FU " C osm

15. dTNa+ (ml.g.'min'l) = Transporte distai de sodio
dTNa+ = CHqO x PNa+
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16. Ad (/iBq.g/hninl) = Aporte distai de sodio
Ad = dTNa+ + ENa+

17. %dTNa+ = Percentual de transporte distai de sédio
%dTNa+ = dTNa+ x 100/Ed

18. pTNat+ (/iEq.g.”min-1) = Transporte proximal de sodio
pTNa+ = FNa+ - Ed

19. %pTNa+ = Percentual de transporte proximal de sodio
%pTNa+ = pTNa+ x 100/FNa+

20. PP = Pressdo de perfusdo (mmHg) = Analise direta em
manbémetro

Todas estas formulas foram registradas em programa de
computador Modelo Macintosh (LCII) para célculos e estatistica, no
programa Statview.

PROCEDIMENTO BIOQUIMICO

A analise bioquimica foi realizada através da medida de
osmolaridade, dosagem dos eletrdlitos e inulina da solugcdo perfusora e
urina.

Para a dosagem dos eletrolitos a metodologia utilizada foi
fotometria de chama (Flame photometer - Modelo 443) e para a medida
da osmolaridade foi utilizado o osmometro (Advance Instruments,
INC).

O método usado para a determinacdo da inulina foi hidrélise
direta, conforme Walson et al. (1955) e Fonteles et al., (1983), com
modificagbes que levaram a reducdo das quantidades de amostras e
reagentes. As etapas para o procedimento experimental, foram as
seguintes:

a) Nos tubos de ensaio foram previamente colocados 1,0 ml de
NaOH IN;
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b) Adicionou-se 30/zl de urina, perfusato ou agua bidestilada (para
padrdo zero);

¢) Misturou-se o contetdo em aparelho votex-mixer (agitador);

d) Colocou-se em seguida para aquecer a temperatura de 100°C

durante 20 minutos e refriados em geladeira a 4°C durante 30
minutos;

e) Acrescentou-se ainda 3,0ml de Difenilamina e repetiu-se a
etapa descrita no item d;

f) A leitura das densidades Oticas das amostras foram realizadas
em espectrofotobmetro (UNICAMPP) a 620 nandmetro.

ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Ao final do experimento o rim perfundido (direito) e o rim
controle (esquerdo) foram clivados, fixados em formol a 10% e,
posteriormente, submetidos a processo de desidratacdo e diafanizacéo
para a confeccdo de cortes, os quais mediram 5mm de espessura. Em
cada grupo experimental duas pecas de rins direito e esquerdo foram
separados para analise histopatologica. O estudo das laminas foi
realizado através de microscopio éptico (Embraeme)

Foram realizadas coloracbes em HE, PAS, MASSON e
METANAMINA em 4 cortes de cada rim. Para o estudo das laminas foi
utilizado microscépio oOptico. Os resultados obtidos, foram submetidos a
analise semi-quantitativa, usando as seguintes denominacdes: 0 (ausente),
+ (leve ou ocasional), ++ (moderado), +++ (intenso).
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SUBSTANCIAS UTILIZADAS NA PRESENTE
PESQUISA

- NaCl (Merck)
- KC1 (Merck)

- NaHCO3 (Merck)
- MgS0O4 (Merck)
- CaCl2 (Merck)

- Uréia (Carlos Erba)

- Penicilina G potassica cristalina (Squibb)

- Inulina (Sigma)

- Manitol (Darrow)

- Heparina (Roche)

- Albumina bovina Fracdo V (Sigma)

- Pentobarbital (Abbott)

- Veneno da Crotalus durissus terrificus (Instituto Butantan)
- Crotoxina (Instituto Butantan)

- Dexametasona (Prodome)
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ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica dos dados foi realizada em computador tipo
Macintosh LC Il, Quadra 605. Usou-se o programa Statview.

Os resultados foram submetidos a analise estatistica e expressos
com média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). A significancia estatistica
dentro do mesmo grupo foi calculada de acordo com o teste “t de
Student”, para os dados pareados, obedecendo aos niveis de significancia
de p < 0,05ep<0,01 (Hoel, 1981, Vieira, 1981). Os 30 minutos
Iniciais de cada experimento serviram como controle interno e o0s

resultados obtidos apos esse periodo foram comparados estatisticamente
a ele.

Os resultados obtidos dos célculos dos parametros funcionais
renais foram representados em tabelas e graficos. Cada parametro
funcional renal esta organizado separadamente e relacionado com o
grupo controle, bem como com as substancias testadas, ou seja,
crotoxina, veneno da Crotalus durissus terrificus e dexametasona-
veneno.

As tabelas e graficos dos parametros funcionais renais foram
analisados segundo a variavel do tempo, que foi dividido em intervalos
de 10 minutos. A dose das substancias testadas foram divididas por
IOOml, que é a quantidade da solucdo perfusora contida no sistema.
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V. RESULTADOS

O grupo controle albumina apresentou estabilidade de resultados
do inicio até o final do experimento, nos parametros analisados. Os rins
que receberam crotoxina na dose de I*g/ml tiveram os valores do fluxo
urinario com caracteristicas de estabilidade (Figura 6).

Quando a dose da crotoxina foi aumentada para 2/zg/ml, ocorreu
progressivo aumento no fluxo urinario a partir dos 30 minutos de
experimento, mas somente em 50 minutos ocorreu significancia
estatistica (p< 0,05). O gréfico representativo (Figura 6) mostra esse
fato claramente, com aumento do fluxo urinério continuamente, sendo o
pico maximo aos 70 minutos. ApOs esse periodo ocorreu uma
diminuicdo do efeito nos 20 minutos finais. Apesar da queda dos
valores, o resultado continua sendo significativamente aumentado em
relacdo ao controle interno (30 minutos iniciais) e ao controle externo.

O fluxo urinario do grupo que recebeu o veneno da C. durissus
terrificus (1/zg/ml) permaneceu estavel durante os 50 minutos iniciais
do experimento, sendo que a partir dos 60 minutos ocorreu aumento
gradativo até os 90 minutos (Figura 7). Este resultado € significativo
estatisticamente (p<0,05).

O grupo experimental que recebeu dexametasona, os valores do
fluxo urinario, logo apés sua introducdo foram constantes. Seguido esse
periodo, foi introduzido o veneno da C. durissus terrificus (1/ig/ml) e
os valores do fluxo urinario encontrados permaneceram muito proximo
aos resultados do controle interno (ver apéndice - Tabela 6). Os valores
apresentados por esse grupo foram semelhantes ao encontrado no grupo
controle albumina (Figura 7).

A crotoxina nas duas doses utilizadas apresentou também
diferentes resultados no ritmo de filtragdo glomerular (Figura 8). Na
dose de 1/zg/ml os valores ndo apresentaram mudancgas significativas
estatisticamente ao longo do experimento, comportando-se de maneira
semelhante ao controle interno. Com a dose maior de crotoxina, 2/ig/ml
este parametro aumentou significativamente a partir de 30 minutos de
experimento (p< 0,05).
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FIGURA 6: Fluxo urinario em rins perfundidos com crotoxina - o grafico
representa o fluxo urinédrio em rins dos grupos controle albumina e perfundidos com
crotoxina nas doses de 1/rg/ml e 2/zg/ml. Os 30 min iniciais de experimento serviram
como controle interno e seus resultados foram comparados aos efeitos ocorridos apos
esse perido. A crotoxina foi introduzida no sistema aos 30 min.. Os dados representam

a média e o0 erro padrdo da media.
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FIGURA 7: Fluxo urinario em rins perfundidos com veneno da C.durissus
terrificus e dexametasona + veneno - o grafico representa o fluxo urinario de
rins dos grupos controle albumina e perfundidos com veneno (1/zg/ml) e dexametasona
(10/zg/ml) introduzida previamente ao veneno (I//g/ml). A dexametasona foi colocada
no sistema no tempo 10 e o0 veneno apds os 30 minutos iniciais. Os dados representam
a média e o erro padrdo da média.
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FIGURA 8: Ritmo de filtracdo glomerular em rins perfundidos com
crotoxina - o grafico representa o ritmo de filtracdo glomerular em rins dos grupos
controle albumina e perfundidos com crotoxina nas doses de I"g/ml e 2/zg/ml. Os 30
min iniciais de experimento serviram como controle interno e seus resultados foram
comparados aos efeitos ocorridos ap0s esse perido. A crotoxina foi introduzida no
sistema aos 30 min.. Os dados representam a média e o0 erro padrdo da média.
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O gréfico representativo do ritmo de filtracdo glomerular da
crotoxina (Figura 8) mostra aumento gradativo desse efeito, até o tempo
de 80 minutos e diminuicdo aos 90 minutos, contudo esta diminuicio
nédo foi significativa estatisticamente.

Os efeitos do veneno da C. durissus terrificus (1/zg/ml)
permaneceram estaveis durante os 50 minutos iniciais do experimento e
0 veneno causou modificacOes significativas (p< 0,05) no ritmo de
filtracdo glomerular a partir dos 60 minutos de experimento (Figura 9).

A dexametasona manteve constante o ritmo de filtracdo
glomerular. Apoés a introducdo de I*g/ml do veneno da C. durissus
terrificus no tempo 30 minutos, também n&o ocorreu alteracdo desse
pardmetro funcional (Figura 9). Os valores encontrados do inicio do
experimento até o final foram bastante homogéneos.

A crotoxina na dose de 2//g/ml causou diminui¢do da pressdo de
perfusdo aos 50 minutos de experimento, continuando a diminuir até os
90 minutos, com significancia estatistica (p<0,05) (Figura 10). Porém
com a dose menor de crotoxina (l//g/ml) ndo ocorreu modificacdes
significativas desse parametro.

O grupo perfundido somente com o veneno da C. durissus
terrificus ndo apresentou modificacdo significativa estatisticamente na
pressdo de perfusdo durante toda a fase experimental, apesar de uma
diminuicdo progressiva a partir dos 50 minutos.

O grupo referente a dexametasona (10//g/ml) + veneno (1/zg/ml),
apresentou estabilidade apos a introducdo da dexametasona na pressao
de perfusdo, enquanto que, quando o veneno foi adicionado ocorreu
diminuicdo desta a partir dos 50 minutos de experimentacdo (Figura
H).

A crotoxina (2/zg/ml) causou progressivo aumento do transporte
de sédio nos 40 minutos de experimentos, com subito aumento em 70
minutos (Figura 12). Porém a crotoxina 1/tg/ml ndo causou modificacéo
desse parametro.

O transporte de sodio do grupo rins que receberam veneno sofreu
aumento de seus valores significativos estatisticamente apdés os 70
minutos de experimento e permaneceram aumentando cada vez mais até
0s 90 minutos (Figura 13). Quando 10//g/ml de dexametasona foi
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colocada no sistema de perfusdo previamente ao veneno esse efeito foi
bloqueado (Figura 13).

FIGURA 9: Ritmo de filtracdo glomerular em rins perfundidos com o
veneno da C. durissus terrificus e dexametasona + veneno - o grafico
representa o ritmo de filtracdo glomerular de rins dos grupos controle albumina e
tratados com veneno na dose de I//g/ml e dexametasona(10//g/ml) introduzida
previamente ao veneno 1/zg/ml. O veneno foi introduzida no sistema apds os 30
minutos iniciais, a dexametasona foi colocada no sistema no tempo 10. Os dados
representam a média e o erro padrdo da média.
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FIGURA 10: Pressdao de perfusdo em rins perfundidos com crotoxina - o
grafico representa o pressdo de perfusdo em rins dos grupos controle albumina e
perfundidos com crotoxina nas doses de 1/zg/ml e 2//g/ml. Os 30 min iniciais de
experimento serviram como controle interno e seus resultados foram comparados aos
efeitos ocorridos apds esse perido. A crotoxina foi introduzida no sistema aos 30 min..
Os dados representam a média e o erro padrdo da media.
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FIGURA 11: Pressdo de perfusdao em rins perfundidos com o veneno da C.
durissus terrificus e dexametasona + veneno - o grafico representa a pressao
de perfusdo de rins dos grupos controle aloumina e tratados com veneno na dose de
I//g/ml e dexametasona (10//g/ml) introduzida previamente ao veneno 1/zg/ml. O
veneno foi introduzida no sistema apds os 30 minutos iniciais, a dexametasona foi
colocada no sistema no tempo 10. Os dados representam a média e o erro padrdo da
média.
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FIGURA 12: Transporte de sodio tubular em rins perfundidos com
crotoxina - o grafico representa o tranporte de sédio tubular em rins dos grupos
controle albumina e perfundidos com crotoxina nas doses de |//g/ml e 2//g/ml. Os 30
min iniciais de experimento serviram como controle interno e seus resultados foram
comparados aos efeitos ocorridos apos esse perido. A crotoxina foi introduzida no
sistema aos 30 min.. Os dados representam a média e o erro padrdo da média.
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FIGURA 13 :Transporte de sodio tubular em rins perfundidos com o
veneno da C. durissus terrificus e dexametasona + veneno - o grafico
representa o transporte de sodio tubular de rins dos grupos controle albumina e
tratados com veneno na dose de 1/zg/ml e dexametasona(10//g/ml) introduzida
previamente ao veneno l/<g/ml. O veneno foi introduzida no sistema apos os 30
minutos iniciais, a dexametasona foi colocada no sistema no tempo 10. Os dados
representam a média e o erro padrdo da média.
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Os grupos controle albumina e crotoxina nas duas doses néo
apresentaram modificacbes do percentual do transporte de sédio,
enquanto que os grupos de rins que foram perfundidos com o veneno e
com a dexametasona + veneno mostraram reducdo desse parametro a
partir dos tempos 40 e 110 minutos respectivamente (Tabela 2).

O percentual do transporte de sddio apresentou modificagbes com
significancia durante a experimentacdo com o veneno da C. durissus
terrificus, através da diminuicdo dos seus valores a partir dos 40
minutos. Este efeito ndo ocorreu no grupo dexametasona + veneno, pois
0 grupo manteve estabilidade durante todo o experimento (Tabela 2).

O percentual do transporte proximal de sodio ndo apresentou
mudancas em nenhum dos grupos experimentais (Tabela 3).

Na analise do transporte de potassio o grupo controle albumina
apresentou homogeneidade de resultados durante toda a fase
experimental (Figura 14). O mesmo aconteceu com rins perfundidos
com crotoxina I™“g/ml. Porém com a crotoxina na dose de 2/zg/ml
aconteceu um aumento subito nos 40 minutos de experimentacdo, sendo
qgue somente com 50 minutos esse resultado foi significativo
estatisticamente (Figura 14). Este grafico apresentou nos 70 minutos de
experimento pico maximo de resultado, sendo que a partir desse tempo
ocorreu progressiva queda, ou seja em 80 e 90 minutos. Esta diminuicéo
no transporte de potassio no final do experimento ocorreu em relacdo os
70 e 80 minutos, e ndo com relacdo ao controle interno. Estes valores
encontram-se aumentados e estatisticamente significativos (p<0,05).

O veneno da C. durissus terrificus causou no transporte de
potassio aumento continuo a partir de 60 minutos com pico maximo de
90 minutos (Figura 15). Quando 10/zg/ml de dexametasona foi colocada
no sistema de perfus@o previamente ao veneno esse efeito ndo aconteceu
(Figura 15).

O percentual do transporte de potassio ndo apresentou
modificacOes durante a experimentacdo com a crotoxina (Tabela 4). O
veneno da C. durissus terrificus,provocou a reducdo de seus valores no
tempo de 70 e 90 minutos. No grupo dexametasona + veneno ocorreu
estabilidade nos valores do percentual do transporte de potassio (Tabela
4). O percentual do transporte de potassio comportou-se de forma
bastante estavel no grupo controle (Tabela 4).
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TABELA 2: Percentual do Transporte de Sédio em Rins Controles e Perfundidos com Crotoxina, Veneno da C.
durissus terrificus e Dexametasona + Veneno da C. durissus terrificus (n=22).

Tempo Controle Crotoxina Crotoxina Veneno Dexametasona
(10 ~g/ml)
(min) (1 /zg/ml) (2 /zg/ml) (1 /[g/rnl) + Veneno (1 /zg/ml)
10 78,08 + 1,57 87,10 + 6,66 73,24 + 2,19 70,41 + 1,01 69,62+ 6,01
20 75,28 + 2,28 88,28 + 6,01 74,25 + 2,14 70,00 + 0,80 74,75 + 4,21
30 77,05 + 2,14 88,09 + 5,73 71,21 + 3,26 67,35 + 0,96 74,81 + 5,56
40 76,45 + 2,39 85,79 + 5,20 67,15 + 3,99 63,90 + 0,95* 69,42+ 9,27
50 77,35 + 2,60 85,08 + 5,01 65,21 + 4,62 63,06 + 0,93* 70,21 + 10,09
60 77,88 + 2,69 87,74 + 3,80 70,97 + 3,16 62,64 + 1,09* 68,37 + 10,57
70 78,38 + 2,02 86,78 + 3,89 75,71 + 4,63 61,66+1,11* 70,27 + 10,09
80 78,45 + 2,02 86,39 + 3,44 68,68 + 8,84 63,84+ 1,17* 68,37 + 10,57
90 78,45 + 1,94 85,98 + 5,78 68,98 + 5,78 61,18+1,31 64,36 + 11,77
100 66,67 + 5,47 — _ — 63,09+ 12,15
110 64,54 + 3,24 — — — 57,95 + 7,55%
120 63,19 + 3,56 58,95+ 7,93*

Os dados representam a média + E.P.M.* p<0,05.



00

TABELA 3: Percentual do Transporte Proximal de Sodio em Rins Controles e Perfundidos com Crotoxina,

Tempo

(min)

10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
110
120

Veneno da C. durissus terrificus e Dexametasona + Veneno da C. durissus terrificus (n=22).

Controle

77,80 + 1,16
7495 + 1,39
76,50 + 1,12
75,73 + 1,24
76,48 + 1,43
77,08 + 2,34
77,28+ 1,27
77,30 + 1,66
78,03 + 1,45

Crotoxina

v (1 //g/ml)

74,22 + 10,45
75,18 + 9,53
76,69+ 8,43
71,16+ 8,97
75,15+ 9,71
72,33 + 9,45
75,69+ 9,14
72,24 + 10,77
70,42+ 11,65

Os dados representam a media + E.P.M.

Crotoxina

(2 /zg/ml)

63,20 + 8,07
62,14 + 8,97
60,81 + 7,64
58,46 + 5,50
61,46 + 5,69
63,15 + 6,76
63,68 + 6,76
62,76 + 5,83
60,82 + 5,87

Veneno

(1 /zg/ml)

64,20 + 5,51
64,84 + 5,21
61,77 + 5,60
57,45 + 6,22
56,59 + 6,52
55,75 + 6,54
55,78 + 7,33
57,69 + 6,02
53,94 + 7,07

Dexametasona

(10 /ig/ml)

+ Veneno (1 /zg/ml)

66,81 + 6,78
71,56+ 4,91
71,42+ 6,12
64,50 + 10,30
64,81 + 11,26
63,50 + 10,08
65,10+ 9,93
64,02 + 10,51
58,35+ 13,12
60,78+ 11,86
54,49 + 8,97
52,14+ 9,47
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FIGURA 14: Transporte de potassio tubular em rins perfundidos com
crotoxina - o grafico representa o tranporte de potassio tubular em rins dos grupos
controle albumina e perfundidos com crotoxina nas doses de 1//g/ml e 2/ig/ml. Os 30
nin iniciais de experimento serviram como controle interno e seus resultados foram
comparados aos efeitos ocorridos apds esse perido. A crotoxina foi introduzida no
astema aos 30 min.. Os dados representam a média e o erro padrdo da média.
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FIGURA 14: Transporte de potassio tubular em rins perfundidos com o
veneno da C. durissus terrificus e dexametasona + veneno - o grafico
representa o transporte de potassio tubular de rins dos grupos controle albumina e
perfundidos com veneno na dose de 1/ig/ml e dexametasona (10~g/ml) introduzida
previamente ao veneno 1/ig/ml. O veneno foi introduzido no sistema apo6s os 30
minutos iniciais, a dexametazona foi colocada no sistema no tempo 10. Os dados
representam a media e o erro padrdo da média.
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TABELA 4: Percentual do Transporte de Potassio em Rins Controles e Perfundidos com Crotoxina, Veneno da C.
durissus terrificus e Dexametasona + Veneno da C. durissus terrificus (n=22).

Tempo Controle Crotoxina Crotoxina Veneno Dexametasona
(10 /zg/ml)

(min) (1 /zg/ml) (2 /lg/ml) (1 //g/rnl) + Veneno (1 /zg/ml)
10 61,56 + 4,44 71,17+12,43 59,53 + 6,00 67,55 + 5,82 60,63 + 5,52

20 59,28 + 4,16 72,80 + 13,55 60,10 + 3,30 67,59 + 5,20 70,10 + 5,20

30 62,23 + 4,49 69,51 + 12,16 61,62 + 2,79 66,01 + 5,37 74,01 + 4,05

40 63,50 + 2,79 45,92 + 16,38 61,90 + 2,79 63,10 + 5,80 60,60 + 4,55

50 65,68 + 3,59 50,12+12,97 62,75 + 2,17 62,20 + 4,37 61,14 + 3,52

60 66,35 + 2,83 64,83 + 8,67 69,08 + 1,15 63,05 + 3,85 64,53 + 2,22

70 65,14 + 3,06 67,53 + 6,48 74,35 + 2,28 58,98 + 2,79* 78,86 + 2,65

80 64,18 + 4,00 66,55+ 3,86 67,07 + 4,46 60,68 + 2,00 79,52 + 5,68

90 65,24 + 6,00 64,86 + 4,60 68,86 + 2,83 54,19+ 1,89* 77,06 + 6,37
100 66,67 + 5,47 _ — — 77,89 + 6,21
110 64,54 + 3,24 — _ — 67,06 + 4,93
120 63,19 + 3,56 _ 74,56 + 7,17

Os dados representam a média + E.P.M.* p<0,05.



No grupo controle e crotoxina (I//g/ml) a composicao eletrolitica
tecidual dos ions sédio ndo apresentou no rim perfundido e néo
perfundido diferenca estatistica (Figura 16).

Os grupos referentes a crotoxina (2°g/ml), veneno e
dexametasona + veneno apresentaram aumento significativo
estatisticamente (p<0,05) da composicdo eletrolitica do ion sodio nos
rins perfundidos (Figura 16).

Os grupos controle albumina e crotoxina (2/zg/ml) néo
apresentaram diferenca significativa entre o valor do potassio tissular do
rim perfundido e ndo perfundido. Sendo que esse valor foi
significantemente reduzido (p<0,05) nos grupos crotoxina (1/zg/ml),
veneno e dexametasona + veneno (Figura 17).
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FIGURA 16: Composicdo eletrolitica tecidual do sdédio - o grafico acima
representa o teor de sédio nos rins perfundidos e ndo perfundidos nos
diferentes grupos. Os dados representam a média e o erro padrdo da médio. O
teste estatitico utilizado foi teste "t de Student™.

- 68 -



FIGURA 17 : Composicdo eletrolitica tecidual do potasssio - o gréafico
acima representa o teor de potéassio nos rins perfundidos e ndo perfundidos nos
diferentes grupos. Os dados representam a média e o erro padrdo da média. O
teste estatitico utilizado foi teste "t de Student”.
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ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os resultados do estudo histopatologico dos rins dos diferentes
grupos de rins perfundidos encontram-se sumarizados na Tabela 5. O
grupo controle albumina apresentou ocasionalmente degeneracao
albumino-granulosa e focos de esclerose intersticial.

A crotoxina (2/zg/ml) e o veneno apresentaram leves focos de
esclerose intersticial e cilindros hialinos tubulares, bem como intenso
deposito protéico no espaco urinario e tubular, hialinizacdo das células
tubulares e focos de perda tubular com dilatacdo e infiltracdo intersticial
(Tabela 5). Os efeitos do veneno sobre o rim de rato podem ser
visualizados através da fotografia obtida no microscopio 6ptico (Figura
18).

O grupo de rins perfundidos com a dexametasona previamente ao
veneno da C. durissus terrificus apresentou ocasional depdsito protéico
no espaco urinario e tubular, cilindros hialinos e focos de perda tubular
com dilatacé@o e infiltracdo intersticial (Tabela 5). Portanto os efeitos
obtidos neste grupo apoOs analise histopatologica foram bastante
proximos daqueles encontrados no grupo controle albumina. Uma das
imagens obtidas no microscopio 6ptico desse grupo encontra-se na
figura 19.
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TABELA 5: Analise Histopatologica em Rins Controles e Perfundidos com Crotoxina (2/ig/ml), Veneno da C.
durissus terrificus (I*g/ml) e Dexametasona (10°g/ml) + Veneno da C. durissus terrificus

(I™g/ml).

Degeneracdo Albumina-Granulosa
(Tdbulos e Glomérulos)

Focos de Esclerose
(Intersticio)

Deposito Protéico
(Espago Urinéario e Tubulos)

Cilindros Hialinos
(Tubulares)
Hialinizacdo
(Células Tubulares)

Focos de Perda Tubular com dilatagao
infiltrado discreto (Intersticio)

Obs: 0 (Ausente); + (Ocasional ou leve); + + (Moderado); + + + (Intenso).

Controle
(n=6)

(+)

(+)

(0)

(0)

(0)

(0)

Crotoxina

(n=4)

(0)

(+++)

(+++)

Veneno
(n=4)

(+)

(+++)

(+++)

Dexamet. + Veneno
(n=4)

(0)

(0)

(0)

(0)



FIGURA 18: Fotografia referente ao rim direito de rato
perfundido com veneno da Crotalus durissus

terrificus (I//g/ml).

A figura acima detalha tanto o derrame protéico (a) no
espaco urinario (Trichomico de MASSON, 400X).

- 72 -



FIGURA 19: Fotografia referente ao rim perfundido de rato

do grupo dexametasona + veneno da Crotalus
durissus terrificus (1//g/ml).

A figura acima mostra que as estruturas renais

glomerulares e tubulares encontram-se preservadas.
Coloracdo: Hematoxilina Eosina x 1000.
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V. DISCUSSAO

A peconha da C. durissus terrificus e sua principal fracdo, a
crotoxina, causaram nefrotoxicidade através da utilizacdo do sistema de
rim de rato como modelo experimental. A nefrotoxicidade causada nao
foi compativel com insuficiéncia renal aguda (IRA), apesar das
alteragbes funcionais e histopatologicas apresentadas. Portanto o
resultado obtido foi diferente daquele encontrado por outros autores que
realizaram pesquisas em animais de laboratérios in vivo. A crotoxina e
0 veneno da C. durissus terrificus causaram IRA em coelhos e ratos
respectivamente (Rovere et al. 1978, Hadler e Vital Brazil, 1966). A
crotoxina compde 68% do peso seco deste veneno e possue além da
atividade neurotoxica (Vital Brazil e Excell, 1971), atividade
nefrotdxica em cédes com nefrose tubular, principalmente nas porcdes
proximais (Hadler e Vital Brazil, 1966).

As observacfes clinicas nas vitimas de acidentes crotalicos
realizadas por varios autores também relataram IRA. Amorim e Melo
(1954) descreveram as alteracGes renais causadas pela C. durissus
terrificus quando realizaram autépsias de doentes que foram a obito.
Os pacientes apresentaram oliguria, seguida de anuria e os resultados da
analise histopatologica revelaram IRA com nefrose do néfron
intermediario. Este tipo de lesdo também foi encontrado nas vitimas da
C. durissus terrificus estudada por Rosenfeld (1971), sendo que a
morte dos pacientes ocorreu entre o oitavo e décimo quinto dia do
acidente ofidico.

Os efeitos apresentados nos nossos experimentos sugerem que 0
efeito direto do veneno néo foi suficiente para causar IRA em rato. A
hipoOtese para tais resultados é que a IRA produzida pelo veneno e a
crotoxina em suas vitimas seja consequéncia do somatério dos efeitos
nefrotoxicos diretos e sistémicos produzidos.

Os resultados do nosso experimento revelaram que o veneno
(L/zg/ml) e a crotoxina (2//g/ml) causaram aumento do fluxo urinario e
do ritmo de filtracdo glomerular, portanto produziram alteracdes
funcionais renais.

O aumento da filtracdo glomerular causou elevacdo dos niveis da
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inulina na urina, pois este polissacarideo € total mente filtrado pelo rim e
ndo é reabsorvido ou secretado. A elevacédo da filtracdo glomerular e da
inulina foram os responsaveis pelo aumento do ritmo de filtracéo
glomerular.

A analise histopatoldgica dos rins que foram perfundidos com o
veneno e a crotoxina (2//g/ml) esclarecem tais resultados, pois dentre
outras observacdes foram encontrados depOsitos protéicos no espago
urinario e nos tabulos, indicando aumento da permeabilidade tecidual
e/ou perda da seletividade. Pressupde-se que ocorreu dano sub-
estrutural ou submicroscopico, tendo em vista que a microscopia optica
mostrou o efeito, derrame protéico macico nos espacos urinarios.
Apesar desse efeito, as alteragcbes morfoldgicas (estruturais) foram
minimas. Ocorreram outras alteracfes histopatolégicas tais como:
degeneracdo albumino-granulosa (tubular e glomerular), cilindros
hialinos (tubular), hialinizagdo (ceélula tubular) e focos de perda tubular
com dilatacéo discreta e infiltracdo no intersticio. A causa comum destas
alteracdes histopatoldgicas renais sdo hipoxia e lesdo tdxica. Portanto o
veneno e a crotoxina causaram acao tdxica direta no rim isolado através
de mecanismos geradores de hipdxia e lesdo tecidual. Porém, tais
alteracOes histopatologicas ndo foram compativeis com IRA.

Monteiro (1990) testou o efeito direto da peconha da Bothrops
jararaca, serpente da familia Viperidae, em sistema de rim isolado de
rato e constatou alteracdes compativeis com IRA, tais como necrose
cortical e tubular.

Apesar da C. durissus terrificus pertencer a mesma familia da
B. jararaca, 0s géneros sao diferentes e suas pegconhas possuem
caracteristicas fisiopatologicas distintas. A IRA causada por acdo direta
da peconha da B. jararaca foi atribuida, entre outros mecanismos, a
acdo proteolitica do veneno. A peconha da C. durissus terrificus ndo
possui acdo proteolitica (Sanchez et al., 1992).

Os efeitos renais causados pela crotoxina (1/zg/ml) sobre o fluxo
urinario e o ritmo de filtracdo glomerular ndo apresentaram
singnificancia estatistica. Ao passo que 0 veneno na mesma dosagem
causou alteracdes funcionais e histopatoldgicas compativeis com aquelas
encontradas com a crotoxina na dosagem de 2//g/ml, sendo que 0s
efeitos apresentados pela crotoxina foram maiores. Nossos resultados
entretanto sugerem a existéncia de uma substancia no veneno da C.
durissus terrificus, além da crotoxina responsavel pela nefrotoxicidade
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direta.

Vital Brazil e Excell (1966), afirmam que o veneno bruto é
menos toXico que a crotoxina para camundongos e ratos, com base nas
doses letais 50 (DL50) para camundongos (crotoxina 82/zg/Kg; veneno

total 168/zg/Kg) e ratos (crotoxina 756/ig/Kg; veneno total 1950/zg/Kg)
(Vital Brazil e Excell, 1966). A causa da morte nesses animais foi a
neurotoxicidade.

Faure e Bon (1988), quando injetaram pequenas doses de
crotoxina em camundongos e ratos, observaram que 0s sinais de
intoxicacdo apresentados foram muito proximos ou indistinguiveis dos
sinais causados pelo veneno. O autor concluiu que a crotoxina é o
componente do veneno que produz os efeitos do envenenamento e causa
morte nos animais.

A IRA é uma perda subita e quase completa da funcdo renal
causada por uma falha da circulacao renal ou por leséo glomerular ou
tubular. Caracteriza-se por oliguria (volume urinario menor que 400-
600 ml/24 horas), seguida de andria. Entretanto pode existir diminui¢ao
da funcédo renal com aumento da retencdo de uréia e creatinina, ate
mesmo quando o paciente excreta mais de um litro por dia de urina, é
chamada de insuficiéncia renal de alto debito (Amaral et al., 1986).

Amaral et al. (1986), em estudos realizados em vitimas da
serpente C. durissus terrificus, observou que estes desenvolveram IRA
de alto débito. No diagndstico foi constatada elevacdo progressiva dos
niveis séricos de uréia e a creatinina.

A funcéo renal das vitimas do acidente crotalico é avaliada através
das dosagens séricas de uréia e creatinina. No sistema de rim isolado
utilizamos as dosagens de inulina, osmolaridade, sodio e potassio na
urina e perfusato.

Diante dos resultados podemos dizer que o aumento do fluxo
urinario e do ritmo de filtracdo glomerular do veneno (1 /zg/ml) e
crotoxina (2 //g/ml) foram alteracbes renais precoces, tendo em vista
que o tempo de perfusdo foi no maximo 120 minutos. Ndo foi possivel
aumentar o tempo de perfusdo do rim devido limitacdes do proprio
sistema. Cohen et al. (1977) relatou que a funcdo distai do rim altera-se
apés 2 horas de perfusdo. Como discutimos anteriormente, a IRA
causada pelo veneno e a crotoxina poderia ser a consequéncia do

- 76 -



somatorio dos efeitos nefrotoxicos diretos e sistémicos produzidos.

Cupo et al. (1988), pesquisou a insuficiéncia renal aguda em
criangas entre 5 e 11 anos de idade, vitimas de C. durissus terrificus, e
verificou que o atendimento hospitalar precoce, através da utilizacdo de
soro anticrotélico, evitava que o0s pacientes desenvolvessem IRA.
Pacientes que receberam atendimento hospitalar adequado somente apds
6 horas da mordida da serpente desenvolveram IRA. Portanto, o
desenvolvimento da IRA no acidente crotalico deve ser tempo
dependente.

A anédlise histologica das pecas de rins, em nosso experimento,
possuem caracteristicas inflamatorias. A inflamacdo € a resposta do
organismo, ou mais especificamente dos tecidos vascularizados, a
injaria, trauma ou infeccdo do tecido. Dentre as respostas vasculares ao
estimulo lesivo estdo a vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular, extravasamento de liquidos para o espaco intersticial, aumento
da viscosidade, com reducdo gradativa do fluxo sanguineo (Rocha e
Silva, 1978, Sedgwick e Willoughby, 1985,).

Pirotzky (1984) evidenciou a capacidade do rim isolado de rato
em produzir substancia de reacdo lenta (SRS), histamina, serotonina e
PAF apos a utilizacdo de ionoforo A23187 (2,5//g/ml). O ionoforo
causou secrecdo de metabdlitos do acido aracd6nico, com atividade
espasmogénica sobre a vasculatura renal.

Utilizamos a dexametasona nos nossos testes com o objetivo de
inibir os efeitos toxicos causados pelo veneno, pois trata-se de um
medicamento com atividade antiinflamatoria, inidora da fosfolipase A2,

além de ser uma droga de facil acesso. Devemos ressaltar que a
dexametasona ndo é utilizada no tratamento da IRA, sendo contra-
indicado nos pacientes que apresentam retencdo nitrogenada ou
hipertensao (Haynes, 1991).

A dexametasona usada previamente ao veneno manteve o fluxo
urinario e o ritmo de filtracdo glomerular constantes, protegendo o rim
das alterac¢des funcionais e teciduais renais causadas pelo veneno.

Os glicocorticéides estimulam a producdo da lipocortina, que
constitui uma familia de proteinas com atividade antifosfolipase A2, com

capacidade de suprimir a liberacad de mediadores lipidicos da célula,
portanto inibidora da producdo de PAF, prostaglandinas, leucotrienos,
tromboxano e outros metabdlitos do acido aracdonico. Suprime, ainda, a
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acdo de linfocinas, monocinas e histamina. Monocinas, tais como,
interleucina | (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF), linfocinas, tais
como, interferon (IFN- y), interleucina 2 (IL-2). Séo inibidoras também
de aminas vasoativas, tais como histamina e bradicinina (Scheimer,
1989).

Os esterdides podem suprimir todas as respostas de
permeabilidade vascular testadas com varios mediadores inflamatorios
envolvendo bradicinina, serotonina, histamina e leucotrienos C, D e E,
assim como as respostas induzidas em combina¢do com alguns destes
mediadores com acido aracdbnico ou prostaglandinas E2. A resposta a

permeabilidade vascular causada pelo fator ativador de plaquetas (PAF),
podera também ser potencialmente inibido (Scheimer, 1989).

Os mecanismos envolvidos com o aumento da permeabilidade se
devem a acdo de mediadores inflamatorios sobre as celulas endoteliais,
induzindo a contracdo das mesmas, com o surgirmento de solucao de
continuidade entre elas. Isto permite a passagem para o intersticio de
substancias de alto peso molecular, tais como, as proteinas. O aumento
da permeabilidade constitui provavelmente o mecanismo mais
importante pelo escape transvascular das proteinas (Dichi e Burini,
1991). Entre os mediadores responsaveis pelo aumento da
permeabilidade estdo: cininas, histamina, serotonina, leucotrienos, PAF-
acéter, C5a (quinto componente do sistema complememto ativado)
(Williams, 1984, Hua, 1986).

A maioria dos efeitos dos esterdides envolve interacdo com
receptores intracelulares citoplasmatico ou nucleares. O complexo
esterdide-receptor liga-se ao DNA e controla a formacdo de RNA
mensageiro especifico, que direciona a sintese de proteinas especificas.
Em algumas células ocorre repressdo da expressdo de certos genes e,
portanto, inibicdo de producdo de certas proteinas (Haynes Jr., 1991).

Os derivados do &cido aracdonico estdo envolvidos em varios
processos bioldgicos e patoldgicos, sendo a inflamagdo somente um
deles. O acido aracdonico é um &cido polinsaturado que origina
diretamente de fontes alimentares ou da conversdo enddgena a partir do
acido linoléico. Para que o &cido aracdonico seja utilizado para a
formacéo de eicosanoides, ele € inicialmente liberado dos fosfolipideos,
por acdo da fosfolipase A2. A seguir ocorre a biossintese dos seus

precussores, por meio das enzimas cicloxigenase e lipoxigenase, dando
origem a génese de prostaglandinas e leucotrienos, respectivamente. Em
adicdo, apos a liberacdo do &cido aracdonico, fosfolipideos restantes
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podem sofrer acetilacdo, por acdo de uma acetil-transferase, e formar o
PAF aceter (Lewis, 1985).

Somente a crotoxina (2*g/ml) causou diminuicdo da pressdo de
perfusdo nos nossos experimentos, provavelmente devido dilatacéo da
arteriola aferente. A dilatacdo dessa arteriola causa aumento de presséao
glomerular com correspondente aumento do fluxo urinério e do ritmo
de filtracdo glomerular (Haynes, 1991). O veneno ndo causou alteragédo
estatisticamente significativa desse parametro funcional.

A explicacdo sugerida para esse efeito € que o dano subestrutural
no tecido renal causado pela crotoxina (2//g/ml) foi mais intenso que
aquele desenvolvido pelo veneno (I//g/ml), levando a hipdxia, maior
numero de glomérulos e tlbulos e consequente dilatacdo da arteriola
aferente e reducédo da pressao de perfusdo renal. Poderemos levar em
consideracdo também que a quantidade da crotoxina utililizada foi maior
gue 0 veneno.

Entre os mediadores, envolvidos com a vasodilatacdo podem esta
entre outros a bradicinina, a histamina, as prostaglandinas da série E
(PGE) e as prostaciclinas (PGI2) (Williams, 1984).

Numerosos estudos confirmaram que a biossintese dos
prostandides e dos fatores que a regulam na microcirculacdo, sao
semelhantes ao que ocorre nos grandes vasos. Vale ressaltar uma
importante diferenca quanto ao produto de cicloxigenase formado nas
células endoteliais microvascular, a PGE2 e ndo PGI2 é o principal

produto da cicloxigenase em muitas células endoteliais microvasculares
(Hyslop e De Nucci, 1993).

O veneno e a crotoxina também causaram aumento do transporte
de sodio e potéssio. Esses parametros estdo relacionados com a taxa de
filtracdo glomerular, que apresentou elevacdo causada pelo aumento da
permeabilidade e perda da seletividade da membrana da cépsula de
Bowman, que foram comprovados através da analise histopatologica.

Os percentuais do transporte de sodio e potassio sofreram reducgéo
no grupo de rins que recebeu o veneno, isto significa diminuicdo da
reabsorcdo de sddio e potassio. Essa reducdo pode ser somente aparente
e tenha ocorrido devido o aumento acentuado do ritmo de filtracdo
glomerular e fluxo urinario. Outro mecanismo provavel é a
possibilidade do veneno atuar nos tabulos alterando as trocas inicas.
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O sodio tissular mostrou aumento acentuado no grupo de rins
perfundido com crotoxina (2 /zg/ml) e com o veneno, indicando
retencdo deste ion. Estes resultados estdo em acordo com aqueles do
histopatologico, onde a partir dos resultados obtidos hipotetisamos dano
subestrutural ou submicroscopico do tecido renal. O grupo de rins
perfundidos com dexametasona previamente ao veneno causou aumento
do sddio tissular. Este resultado pode ser explicado, pois a dexametasona
é causadora de retencdo de sodio.

O potassio tissular mostrou aumento no grupo de rins perfundidos
com crotoxina (1/zg/ml), veneno e no grupo dexametasona + veneno,
portanto nestes grupos ocorreram a retencdo do ion potassio. A retencdo
do potassio pode ser explicada usando os resultados da analise
histopatolégica onde indicam perda da seletividade da membrana
tubular, que pode ser consequéncia do dano subestrutural no tecido
causada pelas substancias téxicas. Entretanto no caso da crotoxina
(I"g/ml) esse mecanismo de acdo toxica ndo serve para explicar o
aumento do potassio tissular, tendo em vista que a crotoxina nesta
dosagem ndo causou alteracdo histologica renal.

A dexametasona é uma droga causadora do aumento da secre¢do
do potassio, porém esse efeito ndo foi suficiente para reverter a retencao
do ion causado pelo veneno (Haynes, 1991)

Ja foi bastante comprovada a acdo dos glicocorticoides em induzir
retencdo de agua, producdo de edema e alteracéo da distribuicdo da agua
em seus diversos compartimentos. Reduzem a dilatacdo dos vasos
sanguineos causando menor exudacdo de liquidos (Haynes, 1991).

A dexametasona inibiu todos os efeitos nefrotoxicos causados pelo
veneno que foram discutidos anteriormente com exce¢do do sodio e
potassio tissular, bem como no percentual do transporte de sodio.

Além de suprimir as respostas do aumento da permeabilidade
vascular os glicocorticdides produzem a nivel celular, uma proteina
chamada de lipocortina, que possuem como caracteristica principal
inibir a fosfolipase A2 E importante citar que nem todos os efeitos

antiinflamatoério causados pelos corticoides devem-se a inibicdo da
producédo de liporcortina. A inibi¢cdo dessa proteina consiste em um dos
mecanismos relacionados com a atividade antiinflamatéria dos
corticosterdides.
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O estudo histopatoldgico das pecas de rins que foram perfundidos
em sistema isolado com a dexametasona antes do veneno da C. durissus
terrificus ndo mostrou aumento de proteinas no espago urinario, bem
como ndo apresentou alteracdo dos parametros renais analisados. A
dexametasona causou protecdo dos efeitos do veneno da C. durissus
terrificus. A dexametasona causou bloqueio dos efeitos renais causados
pelo veneno da C. durissus terrificus, sugerindo que tal droga também
é capaz de inibir os efeitos renais da crotoxina, maior componente
toxico da fracdo do veneno da C. durissus terrificus.

A presenca de componentes no soro ofidico capazes de inativar as
fracBes tdxicas do veneno, esta apoiada no teste de que o soro da C.
durissus terrificus e capaz de inativar a fosfolipase A2 béasica, que € o

componente crucial para a agdo tdxica do complexo crotoxina, sendo
provavel que a inativacdo do veneno pelo soro se da atraves da
formacao de complexo inativo entre os dois (Bon et al., 1989).

Portanto a dexametasona podera ter inibido o efeito nefrotoxico
do veneno através da inibicdo de sintese de mediadores quimicos
envolvidos na permeabilidade vascular através da inibicdo da fosfolipase
A2 do veneno. Contudo ndo podemos afirmar que esse foi o Unico

mecanismo de protecdo da dexametasona aos efeitos nefrotdxicos
causados pelo veneno.

Os dados acima sugerem que os efeitos renais causados pelo
veneno da C. durissus terrificus e pela crotoxina, ocorreram atraves do
estimulo das células endoteliais dos microtubulos renais, causando
efeito direto e/ou indireto. O efeito indireto seria atraves dos maultiplos
mediadores quimicos liberados pelas células endoteliais renais. A
atividade fosfolipasica pode estar relacionada com a producdo das
seguintes substancias: PAF, produtos da lipoxigenase e cicloxigenase.
Dentre esses produtos encontra-se as prostaglandinas E2. As
prostaglandinas E2 sdo reconhecidas substancias que atuam em
microtubulos renais causadores de aumento da permeabilidade vascular,
sendo bastante evidente a capacidade do veneno e da crotoxina em
causarem aumento de material protéico no espago urinario e tubular,

portanto a presenca deste material deve resultar no aumento da
permeabilidade.

A dexametasona entretanto € uma droga que ndo e seletiva.
Portanto além deste corticosterdide reduzir a vasodilatacdo endotelial,
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poderd agir ainda através de outros mecanismos e resultar na protecao
dos efeitos causados pelo veneno.

Muitos testes sdo necessarios para que possamos descobrir todos
0s mecanismos envolvidos na nefrotoxicidade causada pelo veneno e a
crotoxina. O uso de bloqueadores seletivos poderdo fazer parte de
experimentacgOes futuras.



CONCLUSAO

1) O veneno da C. durissus terrificus e a crotoxina causaram a
nefrotoxicidade que foram evidentes pelas alteragbes funcionais e
através de analise histopatologica.

2) Os rins apresentaram maior sensibilidade a acdo do veneno da C.
durissus terrificus que pela crotoxina.

3) A dexametasona causou protecdo dos efeitos renais quando foi usada
previamente ao veneno da C. durissus terrificus.

4) O veneno e a crotoxina ndo causaram alteraces histopatologicas

renais compativeis com Insuficiéncia Renal Aguda (IRA), nas
dosagens utilizadas e no periodo de tempo de experiéncia.
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TABELA 6: Fluxo Urinario (ml.g'l.min’l) em Rins Controles e Perfundidos com Crotoxina, Veneno da C.
durissus terrificus e Dexametasona + Veneno da C. durissus terrificus (n=22).

Tempo Controle Crotoxina Crotoxina Veneno Dexametasona
(10//g/ml)

(min) (1 //g/ml) (2 /lg/ml) (1 ~gml) + Veneno (1 /zg/ml)
10 0,15 + 0,02 0,09 + 0,003 0,20 + 0,05 0,20 + 0,06 0,19 + 0,01

20 0,15 + 0,02 0,09 + 0,003 0,25 + 0,06 0,22 + 0,04 0,19 + 0,02

30 0,17 + 0,02 0,09 + 0,003 0,25 + 0,06 0,22 + 0,06 0,19 + 0,02

40 0,17 + 0,02 0,10+0,009 0,45 + 0,20 0,29 + 0,08 0,19 + 0,02

50 0,20 + 0,03 0,11 + 0,006 0,64 + 0,21* 0,31 + 0,09 0,18 + 0,02

60 0,20 + 0,03 0,12+0,012 1,08 + 0,34* 0,49 + 0,06* 0,19 + 0,02

70 0,20 + 0,03 0,14+0,014 1,49 + 0,51* 0,56 + 0,07* 0,19+0,02

80 0,20 + 0,03 0,13 + 0,006 1,43 + 0,50* 0,63 + 0,05* 0,19 + 0,02

90 0,20 + 0,03 0,12+0,006 1,13 + 0,43* 0,75 + 0,05* 0,22 + 0,02

100 0,20 + 0,03 — — — 0,21 + 0,02

110 0,20 + 0,03 — — — 0,21 + 0,02

120 0,20 + 0,03 0,20 + 0,02

Os dados representam a média + E.P.M.* p<0,05.



TABELA 7:Ritmo de Filtracdo Glomerular (ml.g_1.min'l) em Rins Controles e Perfundidos com Crotoxina,
Veneno da C. durissus terrificus e Dexametasona + Veneno da C. durissus terrificus (n=22).

Tempo Controle Crotoxina Crotoxina Veneno Dexametasona
(10 /<g/ml)

(min) (1 g/ml) (2 /ig/ml) (1 /ig/ml) + Veneno (1 //g/ml)

10 0,68 + 0,06 0,81 + 0,15 0,71 + 0,18 0,65 + 0,10 0,56 + 0,12

20 0,66 + 0,06 0,90 + 0,17 0,75+ 0,11 0,63 + 0,10 0,61 + 0,09

30 0,67 + 0,05 0,90 + 0,17 0,80 + 0,13 0,63 + 0,10 0,57 + 0,04

40 0,68 + 0,06 0,75+0,19 1,40 + 0,28* 0,74 + 0,12 0,49 + 0,06

50 0,68 + 0,06 0,74+0,13 1,63 + 0,28* 0,72 + 0,12 0,47 + 0,07

60 0,75+ 0,10 0,79 + 0,14 2,90 + 0,23* 1,16 + 0,12* 0,49 + 0,10

70 0,78 + 0,09 0,78 + 0,11 423 + 0,17* 1,26 + 0,16* 0,52 + 0,07

80 0,78 + 0,09 0,69 + 0,10 4,45 + 0,24* 1,54 + 0,20* 0,49 + 0,03

90 0,78 + 0,10 0,60+0,10 3,38 + 0,45* 1,70 + 0,21* 0,54 + 0,10

100 0,79 + 0,09 — — — 0,49 +0,10

110 0,77 + 0,10 — — — 0,44 + 0,08

120 0,78 + 0,10 — 0,45 + 0,09

Os dados representam a media + E.P.M.* p<0,05.



TABELA 8: Pressdo de Perfusdo (mmHg) em Rins Controles e Perfundidos com Crotoxina, Veneno da C.
durissus terrificus e Dexametasona + Veneno da C. durissus terrificus (n=22).

Tempo Controle Crotoxina Crotoxina Veneno Dexametasona
(10 /zg/ml)

(min) (1 /zg/ml) (2 ~g/ml) (1 //g/ml) + Veneno (1 //g/ml)

10 118,0 + 4,3 138,5+11,0 110,0+ 54 129,7 + 13,0 130,0 + 5,3

20 120,2 + 2,4 146,7+ 9,0 102,0+ 5,0 128,0 + 15,3 128,0 + 6,1

30 1210+ 2,6 151,5 + 18,0 97,0+ 5,3 125,0 + 16,3 1270+ 7,0

40 120,8 + 3,3 153,5 + 21,0 95,6 + 10,9* 128,0 + 14,0 123,0 + 9,3

50 1215+ 4,0 1545 + 22,1 82,0+ 9,1* 115,0+ 14,8 125,0 + 9,3

60 122,5 + 3,9 154,0 + 22,2 81,6+ 94* 112,9+ 15,0 126,0 + 9,0

70 121,0 + 2,0 152,0 + 21,0 80,0+ 11,4* 113,1 + 154 129,0 + 9,4

80 122,0 + 3,5 151,0 + 18,4 80,4 + 10,7* 112,9+ 155 129,0 + 9,4

90 122,0 + 4,0 146,5 + 16,3 70,5+ 5,0* 111,7+15,9 129,0 + 9,4

100 125,0 + 4,0 _ — — 132,0 + 6,2

110 124,0 + 3,0 — — — 132,0 + 5,0

120 125,0 + 3,2 — — 1320+ 7,0

Os dados representam a media + E.P.M.* p<0,05.



TABELA 9: Transporte de Sodio (pEg.g”~.min'l) em Rins Controles e Perfundidos com Crotoxina, Veneno da
C. durissus terrificus e Dexametasona + Veneno da C. durissus terrificus (n=22).

Tempo Controle Crotoxina Crotoxina Veneno Dexametasona
(10 /zg/ml)

(min) (1 ~g/ml) (2 /ig/ml) (1 /ig/ml) + Veneno (1 /<g/ml)
10 71,23 + 9,38 94,24 + 14,68 76,76+ 9,62 50,03 + 5,45 60,56+ 8,69
20 73,40 + 10,37 96,72 + 15,02 74,01 + 9,57 47,16+ 4,45 67,47 + 8,72
30 74,30+ 8,24 95,98 + 15,38 78,28+ 9,63 37,26+ 3,69 63,27 + 8,50
40 77,53 + 6,53 84,84 + 15,04 132,97+ 9,90* 42,17+ 4,25 56,42+ 9,51
50 78,80+ 10,12 82,33 + 15,74 145,53 + 14,53* 46,88 + 3,54 54,92 + 11,92
60 79,20 + 8,36 92,10+15,78 163,96+ 17,81* 92,11 + 8,87 54,85 + 15,50
70 80,63+ 6,26 89,60 + 13,99 549,62 + 31,76* 96,75+ 9,11 56,58 + 12,53
80 81,14+ 9,16 83,60+ 13,13 408,92 + 29,55* 137,37 + 13,25 52,24+ 9,32
90 81,20+ 9,10 73,71 + 12,46 333,56 + 29,54* 156,68 + 15,64* 57,24 + 15,94
100 82,25+ 8,20 — _ — 51,32+13,60
110 81,40+ 7,24 _ — — 49,17 + 14,63
120 82,15+ 9,56 40,40+ 9,33

Os dados representam a media + E.P.M.* p<0,05.



TABELA 10: Transporte de Potassio (/zEq.g™.mnrl) em Rins Controles e Perfundidos com Crotoxina, Veneno

Tempo

(min)

10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
110
120

Os dados representam a media + E.P.M.* p<0,05.

da C. durissus terrificus e Dexametasona + Veneno da C. durissus terrificus (n=22).

Controle

1,80 + 0,14
1,84 + 0,16
1,85 + 0,16
1,78 + 0,16
1,63 + 0,26
1,89 + 0,28
1,90 + 0,28
1,88 + 0,22
1,92 + 0,10
1,90 + 0,16
1,90 + 0,22
1,92 + 0,18

Crotoxina

(1 ~g/ml)

1,89 + 0,28
1,84+0,23
1,84 + 0,23
1,77 + 0,20
1,71 + 0,17
1,45+ 0,11
141 + 0,13
1,43 + 0,11
1,55 + 0,12

Crotoxina

(2 /<g/ml)

2,41 + 0,50
2,56 + 0,56
2,77 + 0,38
502+ 1091
5,58 + 1,81*
11,19+1,39*
21,60 + 3,05*
15,88 + 2,79*
13,02 + 2,16*

Veneno

(1 /~g/rnl)

1,63 + 0,20
1,66 + 0,18
1,33 + 0,20
1,53 + 0,20
1,34 + 0,20
3,38 + 0,24*
3,50 + 0,20*
5,00 + 0,21*
5,38 + 0,27*

Dexametasona

(10 /<g/ml)

+ Veneno (1 /ig/ml)

1,70 + 0,02
1,73 + 0,19
1,68 + 0,03
1,56 + 0,09
1,49 + 0,14
1,37 + 0,32
1,56 + 0,27
4,51 + 0,18
1,70 + 0,18
1,58 + 0,29
1,37 + 0,27
1,39 + 0,26



TABELA 11. Composicédo Eletrolitica Tecidual de Sodio e Potassio em Rins ndo Perfundidos (Rim Esquerdo, RE)
e Rins Perfundidos (Rim Direito, RD) com solucdo de Krebs Henseleit modificado com Crotoxina,
Veneno da C. durissus terrificus e Dexametasona + Veneno da C. durissus terrificus .

Variaveis Controle Crotoxina Crotoxina \Veneno Dexametasona
(10 /zg/ml)
(1 /lg/ml) (2 /ig/ml) (1 /zg/ml) + Veneno (1 /zg/ml)
Na+ RE 162,22 + 14,82 181,20 + 7,45 14356 + 7,48 205,22 + 16,50 128,56 + 7,15
/iEq.g'l RD 209,56 + 19,34 170,96 + 6,75 542,70 + 17,72* 333,50+ 11,66* 181,76 + 1,92
K+ RE 127,64 + 9,01 161,34 + 5,32 153,80 + 12,87 117,66 + 8,85 155,22 + 7,42
/iEq.gl RD 117,14+2,97 105,63 + 4,95* 134,52+ 6,52* 66,04 + 2,19* 84,72 + 3,78*

Os dados representam a média + E.P.M.* p<0,05.



