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Lista de abreviaturas

B. jararacussu - Bothropsjararacussu

DL50 - Dose letal média, ou dose capaz de matar metade dos animais.
IP - Via intraperitoneal

VCM - Volume corpuscular médio

CHCM - Concentracdo corpuscular média

HCM - Hemoglobina corpuscular média

PPT - Proteinas plasmaticas totais

PP - Pressédo de perfuséo

RVR - Resisténcia vascular renal

FU - Fluxo urinario

RFG - Ritmo de filtracdo glomerular

%TNat+ - percentual de transporte tubular de sodio
%TK+ - percentual de transporte tubular de potassio
%TC1 - percentual de transporte tubular de cloro
%pTNa~ - percentual de transporte proximal de sodio
%pTK+ - percentual de transporte proximal de potassio
%pTCF - percentual de transporte proximal de cloro
Cosm - clearance osmotico

ENat+ - sédio excretado

EK+ - potassio excretado

ECI - cloro excretado
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Toxicidade aguda e alteracdes hematoldgicas e renais causadas pelo veneno da
serpente Bothropsjararacussu em ratos.

Alexandre Havt, Dissertacdo de Mestrado, UFC, 1999.

Os mais recentes dados publicados pelo Ministério da Saude revelam um
nimero de aproximadamente 20.000 acidentes humanos por picada de serpentes por ano.
Este trabalho teve como objetivo geral, avaliar a toxicidade aguda e estudar as alteracOes
hematologicas e renais ap0s inoculacdo experimental do veneno bruto da serpente Bothrops
Jararacussu em ratos Wistar.

Inicialmente investigamos a toxicidade aguda do veneno e determinamos sua
DL50. Quatro grupos de seis animais foram inoculados intraperitonealmente nas doses de 2,
4, 8 e 16mg/kg. Pelo método dos probitos, encontramos a DL50 de 9,5 + 0,44mg/kg. Em
estudo complementar, fragmentos de rim, baco, pulméo, cérebro , figado e coracdo foram
coletados dos animais mortos e sobreviventes para avaliacdo histopatoldgica. Os ultimos
foram sacrificados por deslocamento cervical ap0s anestesia intraperitoneal com
pentobarbital (50mg/kg). As laminas coradas por Hematoxilina-eosina foram lidas em
microscopio 6ptico. Todos os tecidos apresentaram congestdo. Nos figados e cérebros a
congestdo foi a Unica alteragdo observada. Encontramos nos rins dilatacdo das células
tubulares, edema intersticial, cilindros protéicos e exudacdo granulocitaria. Nos bacos
observamos hiperplasia de polpa branca e nos pulmdes encontramos exudagdo granulocitaria
e um caso de broncopneumonia. Em um Unico caso o coracdo apresentou, alem de congestao,
sinais de destruicdo muscular.

Realizamos avaliacdo hematoldgica a partir da coleta de sangue, conservado em
heparina (500 UEmI), por puncdo cardiaca ap6s administracdo intraperitoneal do veneno de
Bothrops jararacussu na dose de 9,5mg/kg em oito grupos de seis animais. Cada grupo com
veneno tinha um grupo controle correspondente, que foram avaliados nos tempos de 2, 6, 12
e 24 horas. Comparando 0s grupos observamos aumento no ndmero de leucocitos, linfocitos,
monocitos, eosinofilos e neutrofilos, assim como para os valores corpusculares médios
VCM= volume corpuscular médio; CHCM= concentracdo de hemoglobina corpuscular
média; e HCM= hemoglobina corpuscular média. O namero de eritrocitos, hematdcrito,
concentracdo de hemoglobina sérica, plaquetas, e proteinas plasmaticas totais (PPT)
apresentaram decréscimo em relacdo ao controle.

Utilizamos o método de perfusdo de rim isolado de rato para investigar as
alteracGes funcionais renais. Apds anestesia intraperitoneal com pentobarbital (50mg/kg) a
artéria renal direita foi canulada a partir da artéria mesentérica superior sem a interrup¢éo do
fluxo sanguineo (Bowman, R.H., Maack, T.E. Amer. J. Physiol, v. 226, p. 426-430, 1974).
Apos 20 minutos de adaptacdo, tanto dos rins como do sistema, iniciamos 0s experimentos
que duravam 120 minutos. Usamos os 30 primeiros minutos como controle interno.
Adicionamos o0 veneno ao sistema apds estes 30 minutos, nas concentragdes de 3, 10 e 30pg.
A cada 10 minutos coletamos urina e perfusato, de forma intercalada, para realizacdo de
analise laboratorial com dosagens de sddio, potassio, cloro, inulina e medida da



osmolaridade. Fizemos comparacdes por ANOVA entre os trés grupos tratados e 0 grupo
controle e entre os trés grupos tratados entre si. Os fragmentos de rins tratados e ndo tratados
foram avaliados por microscopia oOptica através de laminas coradas por hematoxilina-eosina.
A pressdo de perfusdo (PP), resisténcia vascular renal (RVR), percentual de transporte
tubular de sédio (%TNa~), percentual de transporte tubular de cloro (%TCF), foram
estatisticamente diferentes do controle com 90 e 120 minutos de experimento em todas as
concentracBes de veneno. O percentual de transporte proximal de soédio (%pTNa ) e
percentual de transporte proximal de cloro (%pTCI*) diminuiram com 120 minutos em todos
0s grupos tratados, contudo, para o grupo de 30pg esta reducdo iniciou aos 90 minutos. O
percentual de transporte tubular de potassio (%TK+) e o percentual de transporte proximal de
potassio (%pTKQ reduziram aos 60 e 120 minutos nos grupos de 10 e 30pg. O ritmo de
filtracdo glomerular (RFG) reduziu inicialmente aos 60 minutos nos grupos de 10 e 30gg,
porém, aumentou aos 120 minutos no gruo de 30pg. Observamos também um aumento aos
120 minutos do fluxo urinario (FU), do clearance osmotico (Cosm), e da excre¢cdo de sodio
potassio e cloro (ENa, EK, ECF) nos grupos de 10 e 30ug. Notamos efeito dose dependente
no tempo de 120 minutos para os parametros resisténcia vascular renal (RVR), fluxo urinario
(FU), clearance osmdtico (Cosm), e excrecdo de sodio, potassio e cloro (ENa~, EK, ECF).

A avaliagdo histopatoldgica dos fragmentos de rins mostrou a presenca de
material protéico nos glomérulos e tdbulos renais nos grupos com 10 e 30gg. O mesmo
material foi visto no grupo de 3ug, porém apenas nos tabulos. Quanto maior a quantidade de
veneno empregada maior a intensidade do surgimento destes materiais protéicos,
demonstrando um efeito dose dependente.

Concluimos que a DL50% para 0 veneno bruto de Bothrops jararacussu em
ratos Wistar foi de 9,5 + 0,44mg/kg e a avaliagdo histopatologica sugeriu que uma congestao
intravascular disseminada associada com processo inflamatério e nefrose foram os possiveis
causadores das mortes de alguns animais. A avaliacdo hematologica mostrou quadros de
eritrocitopenia, trombocitopenia e perda de proteinas plasmaticas totais, associado a um
processo inflamatorio as expensas de neutrofilia, linfocitose e monocitose sem contudo
observarmos desvio a esquerda. O veneno de Bothrops jararacussu causou intensas
alteracBes funcionais e patologicas nos rins, contudo a falta de alteragfes histologicas nos
glomérulos do grupo de 3pg sugere a possibilidade de uma agdo independente do veneno
sobre os tubulos.
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Acute toxicity and hematological and renal alterations caused by the ophidian
venom of Botliropsjararacussu in rats.

The most recent data from ophidian bites in Brazil show approximately an
amount of 20.000 human accidents each year. This work has the objective of evaluating the
acute toxicity and the hematological and renal alterations after experimental envenomation
with the crude lyophilized venom of Bothropsjararacussu, in Wistar rats.

Initially, we investigated the venom's acute toxicity and determinated its LD50.
Four groups of six animais (n=24) were inoculated intraperitoneally with doses of 2, 4, 8 and
16 mg/kg. The LD50, after probit analyses, was 9,5 = 0,44 mg/kg. As a complementary
study, fragments of kidney, spleen, lungs, brain, liver and heart were collected for
histopathological evaluation by Hematoxilin-Eosin staining under optic microscopy, from the
dead and surviving animais. The last ones were sacrificed by cervical displacement after
pentobarbital anesthesia (50mg/kg). All tissues presented congestion. The congestion was the
only alteration observed in the liver and brain. We found dilatation of tubule cells, interstitial
edema, proteic casts, and cellular exudation in the kidneys. The spleen presented white polp
hyperplasia. The lungs presented cellular exudation and one case of bronchopneumonia. In
one specific animal, the heart showed muscle destruction.

The hematological evaluation was done with blood collection, preserved in
heparin (500 Ul/ml), after intraperitoneally inoculation of the venom at the dose of 9,5mg/kg
in eight groups of six animais (n=48). Each treated group had a control group, which were
analyzed in the periods of 2, 6, 12 and 24 hours. When the treated and control groups were
compared, an increase in the number of leukocytes, lymphocytes, monocytes, eosinophils,
neutrophils was found, as well as in the mean corpuscular values MCV= mean corpuscular
volume; MCHC= mean corpuscular hemoglobin concentration; and MCH= mean corpuscular
hemoglobin. A decrease in the number of erythrocytes, in hemoglobin concentration,
hematocrit, platelets and total plasma proteins (TPP) was also found.

The isolated perfused rat kidney method was used to investigate the renal
alterations. After intraperitoneally pentobarbitone anesthesia (50mg/kg) the right renal artery
was cannulated through the upper mesenteric artery without blood flow interruption
(Bowman, R.H., Maack, T.E. Amer. J. Physiol. 226: 426-430, 1974). Following 20 minutes
for complete adjustments for both kidney and system, the experiments were started and
lasted 120 minutes. The first 30 minutes were used as internai control. The venom was added
in the system after these 30 minutes in the concentrations of 3, 10 and 30p.g/ml. Every ten
minutes, urine and perfusate were collected for further laboratorial analysis of sodium,
potassium, chloride, inulin and osmolarity. ANOVA comparisons were done for all groups.
Fragments from treated and control kidneys were evaluated by Hematoxilin-Eosin staining
under optic microscopy. The perfused pression (PP), renal vascular resistance (RVR), tubular
sodium transport percentage (%TNa~), tubular chloride transport percentage (%TC1') were
statistically different from control at 90 and 120 minutes in all venom concentrations. The
proximal tubular sodium transport percentage (%pTNat) and proximal tubular chloride
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transport percentage (%pTCF) decreased at 120 minutes in all concentrations; however, for
the 30pg group the reduction started at 90 minutes. Tubular potassium transport percentage
(%TK~) and proximal tubular potassium transport percentage (%pTK") reduced at 60
minutes in the groups of 10 and 30pg and at 120 minutes in all concentrations. The
glomerular filtration rate (GFR) initially reduced at 60 minutes in the groups of 10 and 30pg,
but increased at 120 minute in the group of 30pg. An increase at 120 minutes was also seen
for urinary flow (UF), sodium, potassium, chloride excretion (ENa~, EK+, ECL") and osmaotic
clearance (Cosm) in the groups of 10 and 30pg. Complete dose-dependency was observed
for renal vascular resistance (RVR), urinary flow (UF), and sodium, potassium, chloride
excretion (ENa”, EK\ ECL") and osmotic clearance (Cosm) at 120 minutes.

The histopathological evaluation of the ffagments of kidney showed a
substance in the urinary space of the glomeruli and the presence of proteic casts in the
tubules in the treated groups of 10 and 30pg. The same material was also seen in the tubules
but not in the glomeruli in the treated group of 3ug. More proteic casts was seen as much
venom concentration were used, demonstrating a dose-dependency logic.

In conclusion, the DL50 of the crude venom from Bothropsjararacussu in rats
was 9,5 + 0,44 mg/kg. Taking into account the histopathological evaluation we suggest that
an intravascular disseminated coagulation associated with an inflammatory process and
nephrosis were the cause of the death of some animais. The hematological alterations seen in
this study was erythrocytopenia, thrombocytopenia and loss of total plasma proteins. An
inflamatory process based in neutrophilia, lymphocytosis and monocytosis without a left
shift in the leukogram was also noticed. The venom from Bothrops jararacussu caused
intense functional and pathological alterations in the kidney, however an independent tubule
action can be suggested, specially because at the 3pg group we observed alterations only in
the tubules.
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Introducao

1- As Serpentes e 0 Homem

As mais remotas evidéncias do interesse humano por serpentes vém de
pinturas em cavernas do Sudeste da Europa que datam de 20 a 30 mil anos atras. Outras
pinturas com representacdes serpentiformes em cavernas podem ser encontradas em
regides habitadas por tribos cujo estilo de vida ndo sofreu muitas modificagdes, como 0
daquelas do Sudeste da Africa e aborigenes Australianos (Mattison, 1995). Além disso, as
serpentes tém um papel importante na mitologia de diversas civiliza¢cBes do mundo.

Dentre tantas civilizacbes existentes e outras tantas aniquiladas na historia
mundial, nenhum outro animal foi, e €, mais cultuado ou amaldicoado que as serpentes.
Estas sdo vistas como deuses, demdnios, monstros, ancestrais ou protetores sagrados,
dependendo da civilizagcdo em questao.

Na Mesopotdmia, Apsoo, o deus primario, criou Timat, uma divindade
feminina semelhante a uma serpente ou dragdo. Ambos conceberam outros deuses e um
deles, Marduk, organizou o mundo, e usando metade do corpo de Tiamat criou 0 céu.

Na india, acreditava-se que, ap6s um dilivio, um nimero de elementos
vitais, divindades e objetos preciosos desapareceram do mar do leite e do seu creme,
chamado Amrita, de onde os deuses drenavam suas forcas. Para encontrar 0 que havia
sido perdido e recriar o0 mundo, os deuses combateram 0 mar com a serpente da

eternidade, Vasuki (Boquet, 1979).



As serpentes na Africa tém um papel preponderante nos mitos de criagio.
Para os Dogons de Mali, o deus Anima criou a Terra e envolveu-a com uma grande
serpente. Para os Dinka do Sudéo, o primeiro homem existente esta associado a serpente e
ao sol, enquanto a primeira mulher, com a serpente e a agua.

Para Aborigenes Australianos 0 mundo foi criado por uma enorme e
sobrenatural serpente, um ancestral chamado Kurrichalpongo. De seus ovos teriam
emergido as montanhas, arvores e animais (Fourcade, 1997).

Na tradigdo judaica e cristd, de acordo com o velho testamento, a serpente
convenceu Ad&o e Eva a provarem do fruto da arvore do bem e do mal, Unica arvore cujos
frutos a qual eles eram proibidos de tocar. A serpente entdo levou-os a cometer o pecado
original e como castigo foram exilados do paraiso e obrigados a trabalhar, procriar e
morrer

Muitos dos monstros das lendas Gregas foram serpentes ou possuiam
atributos ofidicos. Cérbero, o guardido do inferno, tinha trés cabecas e um rabo de
serpente. A Hidra de Lema, presente no mito de Hércules, tinha nove cabecas de serpente
que renasciam quando cortadas (Branddo, 1989).

Nao s6 as populacdes do velho mundo tém as serpentes associadas a deuses
de sua mitologia. indios Americanos relacionam-nas as chuvas. Por isso, nas regides
aridas, as dancas da chuva envolvem a presenca de ofidios vivos. Apds as dangas, esses
indios as depositam em buracos entre rochas para que estas levem suas preces aos deuses
da chuva. Nesses casos elas fazem o papel de mensageiras.

Os Astecas e Maias decoravam seus templos e monumentos com objetos

feitos de pedra, com forma estilizada de serpentes. Além disso, muitas divindades foram
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esculpidas com serpentes envoltas em seus corpos na forma de mantos, saias ou cintos e
muitos carregam cajados com serpentes.

Muitas das crengas e preconceitos antigos em relacdo as serpentes ainda
vivem até hoje. E isso vem associado a necessidade que o homem tem de fazer uso da
natureza para contornar problemas principalmente de salde. Dai encontramos inUmeros
remédios tradicionais feitos com partes anatdbmicas das serpentes que mesmo sem
comprovacao cientifica sdo usados pelo mundo. A camada de pele liberada a cada muda é
usada popularmente para curar reumatismo, inflamacédo de garganta, dor de cabeca e dor
nas costas. A pele é usada para ajudar no parto, assim como a vesicula. A musculatura
tem sido usada para tratamento da pele e face, e a gordura é usada para a calvicie. Na
China a carne oriunda das serpentes marinhas se pensa ser efetiva contra malaria e
epilepsia (Mattinson, 1995).

2 - Classificacao

Os ofidios pertencem a classe Reptilia, subclasse Lepidosauria, ordem
Squamata e subordem Serpentes (Troiano, 1991). Existem na Terra cerca de 3000
espécies de serpentes das quais 410 sdo classificadas como venenosas (Barraviera e
Pereira, 1994).

Muitas sdo as caracteristicas que distinguem as serpentes peconhentas das
ndo peconhentas. Desde 1986, o Ministério da Saude tomou obrigatoria a notificacdo do
acidente ofidico. Desde entdo a distincdo entre serpentes venenosas € nao venenosas

ganhou maior importancia no Brasil. Podemos identificar as serpentes de acordo com as



suas caracteristicas de denticdo, presenca ou ndo de fosseta loreal e particularidades da
cauda, corpo, olhos e de sua biologia.

Entre as serpentes podemos classificar quatro tipos de denti¢cdo. Os ofidios
de denticdo &glifa ttm dentes aproximadamente do mesmo tamanho e ndo possuem canais
ou sulcos. Temos como exemplo as serpentes da familia Boidae. As espécies que
apresentam denticdo opistdglifa possuem dentes anteriores de tamanhos aproximadamente
iguais e dentes posteriores de tamanhos diferenciados. Os dentes do maxilar superior
posterior sdo maiores que os demais e sdo providos de sulcos por onde o veneno escorre e
penetra no ferimento. Em virtude de sua localizacdo toma-se dificil a inoculacdo do
veneno em um animal que ndo pode ser deglutido. Como exemplo teriamos algumas
serpentes da familia Colubridae (Jorge e Ribeiro, 1990). Tanto a classificacdo aglifa
como a opistoglifa sdo caracteristicas de serpentes ndo peconhentas, porém existem
algumas excecdes. Ja foi relatado um caso de acidente com serpente de denticdo
opistdglifa, Philodryas olfersii, (Silva e Buononato, 1983/84).

Os ofidios com denticdo proterdglifa tém presas anteriores, sendo estas
pequenas, fixas e sulcadas. A familia Elapidae é um exemplo deste tipo de denticdo. As
serpentes classificadas com denticdo tipo solendglifa apresentam um ou mais pares de
presas anteriores, grandes, canaliculadas e inseridas no osso maxilar que é movel,
permitindo a movimentacdo dessa presa para frente no ato do bote. O género Bothrops é
exemplo deste tipo de denticdo. Tanto a denticdo opistdglifa como a solendglifa séo

caracteristicas de serpentes peconhentas (Puorto, 1992), ver figura 01.



Figura 01 - Tipos de denticdo encontradas nas serpentes.

AGLIFAS OPISTOGLIFAS

Fonte: Schvartsman. 1992

Todas as serpentes peconhentas no Brasil apresentam fosseta loreal, com
excecao para o género Micrurus. A fosseta loreal é caracterizada por um orificio entre a
narina e o0 olho, uma de cada lado e tem funcdo termosensitiva (figura 01).

Caracteristicas de cauda também podem ajudar na identificacéo,
principalmente dentre os géneros da subfamilia Crotalinae. O género Crotalus apresenta
guizo ou chocalho caracteristico das cascavéis. Na cauda do género Lachesis (surucucu)
encontramos escamas ericadas na porcdo final. Dentre os trés géneros desta familia, o
género Bothrops € o Unico que ndo tem caracteristica marcante na cauda (Romano-Hoge,

1990).



Figura 02 - Tipos de caudas encontradas nas serpentes da subfamilia Crotalinae

Cauda lisa
\

Fig. 3  Bothrops Crotalus

Fonte: Brasil, 1998

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

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

Muitas excecbes sdo encontradas no tocante as caracteristicas do corpo,
cabeca e olhos, quando tentamos distinguir as serpentes venenosas das ndo venenosas.
Somente a classificacdo da denticdo assegura uma melhor identificacdo. Um resumo

destas caracteristicas pode ser visto no Quadro 1.



Quadro ! - Distingdo das serpentes brasileiras de acordo com a denti¢do, presenca da

fosseta loreal e particularidades da cauda, corpo e biologia.

Caracteristicas
Familia Crotalidae

cabeca triangular

olhos pequenos - pupila em

Venenosas

Familia Elapidae
arredondada

pequenos - pupila

fenda arredondada
fosseta loreal presente ausente
escamas na presente ausente
cabeca
dentes dentes inoculadores de dentes inoculadores
veneno sdo grandes e de veneno séo
implantados no 0sso  pequenos e situados
maxilar superior, no maxilar superior,
situados na parte mais para o interior
anterior da boca
cauda guizo - cascaveis em situacdo de

perigo utilizam a
cauda pra dar a
impressao de que se
trata da cabeca

sem guizo - jararaca
pequenas escamas

arrepiadas no final da
cauda - surucucu

relativamente facil
pela presenca da
fosseta loreal

reconhecimento

dificil e perigoso
por necessidade do
exame dos dentes

biologia habitos noturnos. Postam-se em posicao de

defesa quando molestadas. S&o vagarosas
corpo tende a ser grosso e ndo muito longo
pele aspera

Fonte: Barraviera, 1991

Nao Venenosas

arredondada

redondos -diurnas
noturnas - fenda

ausente

geralmente
ausentes

Dentes médios ou
pequenos, mais
Ou menos iguais

cauda mais rolica
e longa nos
machos e mais
estreita e curta
nas fémeas

Geralmente facil
desde que ndo se
assemelhem as
corais

diurnas. Fogem
guando
molestadas e sdo
ageis
fino e longo

lisa



No Brasil, as serpentes peconhentas estdo distribuidas em duas familias. A
familia Elapidae, representada pelo género Micrurus, com 29 espécies; e a familia
Viperidae, representada no Brasil pela subfamilia Crotalinae, com o0s géneros Bothrops,
com 32 espécies catalogadas, o género Crotalus, com seis subespécies de uma so espécie,
e 0 género Lachesis, com uma espécie dividida em duas subespécies. No total teriamos 69
serpentes peconhentas (Barraviera e Pereira, 1994).

A familia Elapidae estd bem distribuida em todo o mundo, em ambientes
tanto aquaticos como terrestres; estando mais bem representadas no hemisfério sul. Esta
familia habita por toda a Oceania e sul da Asia; grande parte da Africa, com excecdo dos
territérios desérticos e de Madagascar; além do Sudeste da América do Norte, e toda a
América Central e do Sul (Mattison, 1995).

Na América do Sul, estdo representadas pela subfamilia Elapinae, onde
encontramos 0s géneros Leptomicrurus, Micruroides e Micrurus. Neste ultimo estdo todas
as representantes brasileiras desta familia (Roze, 1982).

As cobras corais, como sdo popularmente conhecidas as serpentes do género
Micrurus, tém um padrdo colorido de anéis que formam triades com a sequéncia
vermelho-preto-amarelo-preto-amarelo-preto-vermelho. Em algumas espécies a cor
amarela é substituida pela cor branca (Mehrtens, 1987).

Apresentam cabeca ovalada, ndo diferenciada do corpo, que é cilindrico e
delgado. Os olhos sdo pequenos com pupilas redondas. As escamas sdo lisas e grandes.
Tém habitos fossoriais vespertinos e noturnos. Vivem em troncos, ocos de arvores e
preferem zonas Umidas e sombreadas. Alimentam-se de lacertilios e amphisbenideos, ou

outras serpentes. S&o pouco agressivas, porem, quando ameacadas, assumem postura de
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ataque onde a cauda é erguida e movimentada em semicirculos, simulando tuna cabeca.
Desta forma, quando se tenta captura-la pela cauda, a cabeca vira rapidamente, ocorrendo
0 bote (Romano-Hoge, 1990).

Gualtiéri (1987) destaca como principais espécies: Micrurus frontalis,
Micrurus corallinus, Micrurus surinamensis, Micrurus lemniscatus e Micrurus ibiboboca.

A familia Viperidae esta dividida em trés subfamilias. A mais antiga das
trés, Azemiopinae, pode ser encontrada na Asia; as “verdadeiras” viperideas da subfamilia
Viperinae, encontram-se distribuidas pela Europa, Asia e Africa; e finalmente, a
subfamilia Crotalinae, presentes principalmente nas Américas, podendo ainda ser
encontrada na Asia e Europa. Esta Gltima subfamilia tem como caracteristica diferencial
dentre as outras serpentes da mesma familia a presenca da fosseta loreal. As
representantes brasileiras da subfamilia Crotalinae estdo distribuidas em trés géneros:
Lachesis, Crotalus e Bothrops, (Rage, 1997).

No Brasil, 0 género Lachesis esta representado por uma espécie subdividida
em duas subespécies Lachesis mula muta e Lachesis muta noctivaga, (Barraviera, 1994),
conhecida como Surucucu, Surucucu pico de jaca ou Surucutinga. Neste género
encontramos as maiores serpentes venenosas da América Latina, podendo atingir até
quatro metros e inocular quatro mililitros de veneno liquido, que perfazem um grama de
veneno seco (Barraviera, 1991). Habitam florestas densas e sdo encontradas na regido
Amazénica e Mata Atlantica do Nordeste ao Rio de Janeiro (Puorto, 1992). Tem um
padrdo de cor marrom amarelado, com grandes manchas triangulares pretas, as quais
apresentam uma mancha clara no centro e o lado ventral de cor creme-esbranquigada

(Grantsau, 1991).



O género Crotalus é o mais conhecido dentre os viperideos. Sdo 26
espécies que habitam do Norte do Canada até o Sul da Argentina. S8o todas terrestres,
mas nenhuma tem habito arboricola. Ocorrem geralmente em terrenos secos e pedregosos,
porém algumas podem ser vistas em terrenos mais umidos, inclusive em matas tropicais
(Mattison, 1995).

No Brasil sdo popularmente conhecidas como Cascavel, Cascavel-de-
quatro-ventas, Boicininga ou Maracabdia. Séo distribuidas ao longo de todo o territorio
brasileiro, & excecdo da Mata Atlantica e regido Amazdnica (Puorto, 1992).De fato,
compdem a Unica espécie que representa este género no pais a Crotalus dunssus. dividida
em seis subespécies, Crotalus durissus terrificus, C. d. collilineatus, C. d. cascavella, C.
d. ruruima, C. d. marajoensis, e C. d. trigonicus (Barraviera, 1993).

Mesmo entre as proprias subespécies a coloracdo é bastante varidvel.
Podemos encontrar as cores oliva-cinzenta, oliva, marrom-cinzenta até marrom, com
manchas romboédricas pela linha dorsal, manchas com margens brancas e centro mais
claro; lado ventral branco-amarelado até cinzento-amarelado (Grantsau, 1991).

Bothrops é o terceiro e ultimo género da familia Crotalidae encontrado no
Brasil. Ocorrem na Ameérica Central e América do Sul, ocupando todo o territorio
brasileiro. Apresentam grande diversidade de cores, desenhos, tamanhos e habitos, sendo
0 mais numeroso género, com 32 espécies. Em virtude do nimero de espécies ha grande
dificuldade na sua identificacdo por nome popular em todo o territério nacional. Alguns
nomes mais conhecidos sdo Jararaca, jararacucu, jararaca-pintada, urutu e cotiara (Puorto,
1992). Habitam preferencialmente ambientes Gmidos, como matas e areas cultivadas,

locais de proliferagdo de roedores, zonas rurais e periferia de grandes cidades. Tém
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habitos noturnos e sdo consideradas as serpentes mais agressivas do pais (Franca e Fan,
1992).

Belluomini, (1984) fez algumas descri¢des das principais espécies do género
Bothrops existentes no Brasil:
$ Bothrops jararaca - conhecida popularmente por Jararaca, é responsavel pelo maior
numero de acidentes ofidicos, por ser a mais abundante, por viver no campo e nos lugares
comuns ao homem. Aparece em todo o territorio nacional.
1 Bothrops alternatus - conhecida como Urutu-Cruzeiro. E encontrada em regides mais
elevadas e secas. E 4gil, violenta, dando o bote meio de lado, do tipo chicote,
extremamente voraz. Aparece a partir do Estado de Minas Gerais para o Sul do pais.
>> Bothrops neuwieddi - conhecida como Jararaca-pintada e Jararaca-de-rabo-branco.
Sdo 12 as subespécies encontradas no Brasil. Habita principalmente as regifes secas,
sendo considerada espécie das mais perigosas.
® Bothrops cotiara - conhecida como Jararaca, Jararaca-da-barriga-preta e Cotiara. E
encontrada do sul do Estado de Séo Paulo até o Rio Grande do Sul.
**» Bothrops moojeni - é chamada de Caicaca. Habita as regides mais quentes e secas,
tendo por distribuicdo geografica os Estados do Parana, Sdo Paulo, Mato Grosso, Minas
Gerais, Goids e Maranhdo. Extremamente perigosa, rapida, valente, da uma sucessdo de
botes, projetando praticamente todo o corpo, o que dificulta sua captura com lago ou
gancho. Tem pele de cor caracteristica, marrom-aveludada, com desenhos bem nitidos.
$ Bothrops pradoi - popularmente chamada de Jararaca do Estado do Espirito Santo ou

da Bahia, sendo encontrada predominantemente em determinadas regides desses estados.
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B Bothrops pirajai - de tamanho avantajado para o género, podendo competir em
tamanho com Bothropsjararacussu. E encontrada no Sul da Bahia e em Minas Gerais.

%> Bothrops erythromelas - conhecida por Jararaca-da-seca, aparece da Bahia até o
Ceara.

** Bothrops atrox - chamada de Jararaca ou surucucu, conforme a area da Regido Norte
em que aparece, tendo ampla distribuicdo geografica e predominio progressivo. Habita
tanto as florestas como areas desmaiadas, adaptando-se facilmente. E a  maior
responsavel pelos acidentes ofidicos no norte do Brasil, podendo atingir comprimento
superior a 1,5 metro.

# Bothrops bilineatus - Tem cor verde clara e é arboricola. Conhecida por Jararaca-
verde, é muito confundida com a cobra-papagaio (Corallus'), que também ¢é arboricola,
porém ndo venenosa. Encontrada na Zona da Mata e na Amazonia.

# Bothrops jararacussu - conhecida popularmente por jararacucu que significa
“jararaca-grande”. Encontrada nas regides baixas e alagadicos, margens de rios e lagoas,
pode alcancar tamanho avantajado. E capaz de secretar até 4 mililitros de veneno, o que
corresponde aproximadamente a | grama de veneno seco. Constitui enorme perigo para
pescadores, cacadores e para 0s gados bovino e equino. E uma espécie frequente no
litoral, do Espirito Santo até Santa Catarina. Grantsau (1991) descreveu dois padrdes de
cores para esta espécie, uma preta com amarela (fémea) e outra marrom com manchas

triangulares de marrom mais escuro (macho), ver figura 03.
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Ato: Alexandre Havt

Figura 03 - Bothropsjararacussu
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3 - Epidemiologia

Os dados mais recentes publicados pelo Ministério da Saldde (Brasil, 1998)
notificam um nimero de 81.611 acidentes, no periodo de janeiro de 1990 a dezembro de
1993, representando uma média de 20.000 casos por ano no Brasil. As regifes com maior

namero de notificagdes foram o Sudeste e o Sul, seguidas pela regido Centro-Oeste,

Nordeste e Norte (Figura 4).

Figura 4 - Procedéncia das notificacBes segundo as regides fisiograficas. Brasil, 1990-
1993.

Fonte: Brasil, 1998

O coeficiente de incidéncia foi de 13,5 acidentes por 100.000 habitantes e a
regido que apresentou maior indice de acidentes por habitante nos quatro anos de estudo

foi a regido Centro-Oeste, tabela 1.
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Tabela 1 - Coeficientes de incidéncia Anual (por 1000.000 habitantes) dos
Acidentes Ofidicos por Regido Fisiografica- 1990 a 1993

Regido Coeficiente 90 Coeficiente 91 Coeficiente 92 Coeficiente 93

Brasil 13,78 13,3® 14,08 13,94
Norte 24,44 23,23 23,77 25,89
Nordeste 6,77 6,71 6,23 7,65
Centro-Oeste 34,75 28,36 37,98 32,13
Sudeste 13,15 13,34 12,92 12,34
Sul 15,35 15,11 17,52 16,83

Fonte: Brasil, 1998.

Os acidentes ocorrem, com maior frequéncia, no periodo de
setembro a marco, para as regifes Sudeste Sul e Centro-Oeste, e até maio para 0
Nordeste, seguindo uma relacdo direta com os fatores climéticos e o aumento do
trabalho no campo. Porém para a regido Norte esta sazonalidade ndo é marcante,

pois os acidentes ocorrem durante todo o ano (Figura 5).

Figura 5 - Distribuicdo mensal dos acidentes ofidicos.
Brasil 1990-1993.

Fonte: Brasil, 1998
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Analisando as ocorréncias registradas, incluindo aqueles com serpentes ndo pegonhentas
e aquelas sem a confirmacdo do género, as espécies de Bothrops obtiveram maior indice

de acidentes, perfazendo um total de 59.619 acidentes (73,1%), ver tabela 2.

Tabela 2 - Distribuigdo dos acidentes ofidicos segundo o género da serpente envolvida.
Brasil 1990-1993.

Distribuicédo n° de acidentes %
Bothrops 59.619 73,1
Crotalus 5.072 6,2
Lachesis 939 11
Micrurus 281 0,3
N&o informados 13.339 16,3
Nao peconhentos 2.361 3,0

Fonte: Brasil, 1998

No entanto, quando analisados apenas 0s acidentes com serpentes peconhentas, 0 género

Bothrops obteve a percentagem de 90,5 % (Figura 6).

Figura 6 - Distribuicdo dos acidentes ofidicos segundo o género da serpente
peconhenta. Brasil, 1990-1993
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Porém, o numero de acidentes poderia ter sido drasticamente reduzido se
fossem tomadas medidas preventivas, como a utilizacdo de sapatos, botas e luvas de
couro. Do total de notificacdes, 70,8% das picadas ocorreram nos pes e pernas, e em
13,4% nas méos e antebracos.

De acordo com a idade e sexo dos acometidos, encontramos um percentual
de 52,3% das notificacdes em individuos com 15 a 49 anos, correspondendo a faixa etaria
que se concentra a forca de trabalho. Destes, 70% foram homens, e 20% foram mulheres.
Nos 10% dos casos restantes o0 sexo nao foi informado.

Excluindo os 2.361 casos com serpentes ndo peconhentas, obtivemos um
namero de 359 obitos, perfazendo uma letalidade no pais de 0,45%. O maior nimero de
obitos ocorreu com as serpentes do género Bothrops, 185 mortes ao todo. Porém o maior
indice de letalidade foi observado nos acidentes com o género Crotalus. Isto demonstra a
maior toxicidade do veneno crotélico em relacdo ao veneno botropico, (tabela 3).

Tabela 3 - Letalidade dos acidentes ofidicos por género de serpente.
Brasil, 1990-1993.

Género N° de Casos N° de Obitos Letalidade (%)
Bothrops 59.619 185 0,31
Crotalus 5.072 95 1,87
Lachesis 939 9 0,95
Micrurus 281 | 0,36
N&o informado 13.339 69 0,52

TOTAL 79.250 359 0,45

Fonte: Brasil, 1998

Contudo, a letalidade ndo foi uniforme no tocante as regides fisiograficas. A
regido Nordeste obteve maior indice de letalidade (0,81%) seguido da regido Centro-

Oeste, Norte, Sul e Sudeste. Levando em consideracdo uma uniformidade no padréo de
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vida e do servico de salde publica na regido Nordeste, podemos analisar esse maior
indice de letalidade nesta mesma regido através dos nimeros observados para o Ceara. De
acordo com dados da Secretaria de saude do Estado do Ceard, a letalidade com acidentes
ofidicos no periodo de 1987 a 1990 foi de 1,4%. Porém, Feitosa (1996) afirmou que o
indice de letalidade para o Ceara no periodo de 1992 a 1995 foi de 0,7%. O mesmo
trablho afirmou que essa reducdo da letalidade deveu-se a uma melhoria tanto no
atendimento quanto no acesso dos acidentados as unidades de salde. Apesar desta
melhora, quando comparamos os dados de letalidade do Nordeste para com o resto do
pais notamos que muito ainda precisa ser melhorado para evitar os obitos decorrentes de
acidentes ofidicos (Figura 7).

Dentre os 359 6bitos, o tempo decorrido entre a picada e atendimento foi
informado em 314. Destes, em 124 casos (39,49%), o atendimento foi realizado nas seis
primeiras horas, e em 190 (60,51%), o atendimento foi realizado depois das seis primeiras
horas.

Figura 7 - Letalidade dos acidentes ofidicos por regido fisiogréafica.
Brasil, 1990-1993.
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Sdo poucos os trabalhos sobre ofidismo no Ceard. Vale ressaltar os de
Guimardes et al. (1989), onde encontramos um levantamento epidemiolégico dos dados
da Secretaria da Saude do Estado do Ceara referentes aos acidentes dos anos de 1986 a
1988. Mais recentemente, nos trabalhos de Feitosa (1996), encontramos resultados da
compilagédo dos acidentes notificados entre os anos de 1992 a 1995, os quais descrevemos
resumidamente a seguir.

Foram notificados 688 casos com uma maior ocorréncia entre 0s meses de
abril a setembro. Suas maiores vitimas foram residentes da zona rural (91%). No mesmo
periodo 72,3% dos casos foram acometidos em pessoas do sexo masculino e 24,42% nos
do sexo feminino. A faixa etaria mais afetada, com 72,3% dos casos, foi de 10-49 anos.

As regides do corpo mais atingidas com a picada foram 0s membros
inferiores, com um percentual de 81,91%, seguido dos membros superiores com 14,72%
dos casos. Mais uma vez, vale ressaltar que o uso dos materiais de prevencdo poderia ter
evitado grande parte desses acidentes.

Considerando os casos onde foram notificados o género da serpente, 0
género Bothrops causou 88,27% dos acidentes, seguido pelos géneros Crotalus (10,66%),
Micrurus (0,86%) e Lachesis (0,21%). Nas pessoas acidentadas em que 0 tempo entre a
picada e o tratamento foi notificado, 77,31% procurou atendimento nas seis primeiras
horas, e 17,14% foram atendidos entre seis e doze horas.

O coeficiente de incidéncia total para o periodo de 1992 a 1995 foi de 3,0

para cada 100.000 habitantes. O indice de letalidade foi de 0,89%.
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4 - Composicao dos venenos ofidicos

Podemos encontrar nos venenos de serpentes peconhentas uma infinidade de
substancias com estruturas simples e complexas, cuja proporcdo e caracteristicas
especificas variam entre as espécies (Varanda e Giannini, 1994). Entre 90 e 95% do peso
seco dos venenos ofidicos tém propriedade protéica, e sdo essas proteinas as responsaveis
por quase a totalidade dos efeitos bioldgicos encontrados. A natureza proteindcea desses
venenos foi estabelecida em 1843 por Lucien Bonaparte (Bon, 1997).

Na parte ndo protéica, 0s componentes podem ser organicos ou inorganicos.
Os constituintes inorganicos conhecidos sdo calcio, cobre, ferro, potassio, magnésio,
manganés, sddio, fosforo, cobalto e zinco (Friederich e Tu, 1971). Porém, nem todos sdo
encontrados em todos 0s venenos e a quantidade também varia para cada espécie. O papel
bioldgico de cada um desses metais ndo esta claro. Alguns estudos sugerem que o calcio,
magnesio e manganés, por exemplo, sdo importantes para a estabilizacdo de certas
proteinas, enquanto que outros, em particular o zinco, cobre, ferro e cobalto
possivelmente atuam nos mecanismos cataliticos de certos componentes enzimaticos
como metaloproteases (Bjamason e Fox, 1994).

Entre os componentes orgdnicos ndo proteicos encontramos aminoacidos
livres e pequenos peptideos; carboidratos; lipidios, principalmente fosfolipidios; e aminas
biogénicas (Varanda e Giannini, 1994).

Entre as inUmeras atividades exercidas pelos componentes protéicos,

destacamos a acdo enzimaética e a presenca de toxinas protéicas especificas. O Quadro 2
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na pagina seguinte sintetiza a grande variedade de enzimas j& descritas, sendo a maioria
delas hidrolases.

Algumas sdo encontradas em todas as espécies, como a fosfolipase A2 A
atividade fosfolipasica é amplamente encontrada nos venenos botrépicos. As serpentes
Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu e Bothrops atrox apresentam alta atividade
fosfolipasica (Vidal e Stoppani, 1971; Vidal et al., 1972). Contudo, j& foram isoladas
fosfolipases A2 dos venenos de Bothrops neuwiedi (Vidal e Soppani, 1971), Bothrops
asper (Gutierrez et al., 1984), Bothrops alternatus (Nisenbom et al., 1986) e bothrops
moojeni (Reichl et al, 1989).

A fosfolipase A2 hidrolisa as ligagOes 2-acilas das fosfatidilcolinas e das
fosfatidiletanolaminas com liberacdo de &cido graxo e formacgéo de lisofosfolipides como
lisolecitinas, compostos tenso-ativos que alteram a permeabilidade das membranas
celulares, promovendo hemdlise indireta. Porém, para que essa ocorra, € necessario a
presenca de substratos como lipoproteinas séricas (Vital Brazil, 1982). Além da acédo
hemolitica, enzimas com atividade de fosfolipase A2 também apresentam acdes
neurotoxicas pré-sinapticas e miotoxica, dando origem a necrose e miglobinuria (Fohlman
e Eaker, 1977).

A atividade proteolitica tem sido relacionada a enzimas identificadas como
serino ou metaloproteases. Elas sdo responsaveis por intensas reac6es locais como edema
hemorragico e necrose; acdo hemorragica, promovida pelas hemorraginas ou fatores

hemorragicos; acdo coagulante; e formacdo de bradicinina (Iwanaga e Suzuki, 1979).
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Quadro 2 - principais enzimas presentes nos venenos de serpentes.

Tipo
1. Oxidoredutases

2. Transferases

3. Hidrolases

4. Liases
Fonte: Bon, 1997

Nome

Lactato desidrogenase
L-aminoacido oxidase
Catalase

Alanina amino transferase

Fosfolipase A2
Lisofosfolipase
Acetilcolinesterase
Fosfatase alcalina
Fosfatase acida
5-Nucleotidase
Fosfodiesterase
Desoxiribonuclease
Ribonuclease 1
Trifosfatase de adenosina
Amilase
Hialuronidase
NAD-Nucleotidase
Cininogenase
Ativador do fator X
Heparinase
a-fibrinogenase
j3-fibrinogenase
a-p-fibrinogenase
Enzima fibrinolitica
Ativador de protrombina
Colagenase

Elastase

Glicosaminamonioliases

Origem
Elapidae
Todas as espécies
Todas as espécies

Todas as espécies
Elapidae. Viperidae
Elapidae

Bothrops atrox

Deinagkistrodon acutus

Todas as espécies
Todas as espécies
Todas as espécies
Todas as espécies
Todas as espécies
Todas as espécies
Todas as espécies
Todas as espécies
Viperidae

Viperidae, Crotalinae
Crotalinae
Viperidae, Crotalinae
Viperidae, Crotalinae
Bitis gabonica
Crotalinae

Crotalinae

Viperidae

Viperidae

Apesar de existir uma associacdo de efeitos entre enzimas proteoliticas e

fatores hemorragicos (hemorraginas), por serem ambas em grande parte metaloproteases,

diversos compostos proteoliticos ja foram identificados por ndo apresentarem efeito

hemorragico (Takahashi e Ohsaka, 1970).
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As enzimas trombina-like ou tipo trombina estdo presentes em um ndmero
variado de espécies das subfamilias Crotalinae e Viperinae. Apresentam acdo coagulativa
por atuarem no fibrinogénio, transformando-o em fibrina. Diferentemente, essas enzimas
liberam preferencialmente o fibrinopeptideo A ou B, enquanto a trobina sérica libera
ambos. Isso caracteriza a formagdo de um complexo de fibrina facilmente degradado por
plasmina, gerando, assim, um quadro de incoagulabilidade sanguinea por consumo de
fibrinogénio (Russel, 1983).

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

Em 1970, Ferreira e seus colaboradores fracionaram do veneno de Bothrops
jararaca nove peptideos biologicamente ativos. Este trabalho promoveu entdo uma das
maiores descobertas brasileiras deste século, a presenca de fatores potenciadores de
bradicinina no veneno de Bothropsjararaca. Estes fatores inibem as enzimas proteoliticas
que inativam a bradicinina e catalisam a conversdo da angiotensina | em angiotensina Il.
Este mecanismo foi usado para a producdo de um dos farmacos mis empregados
atualmente no tratamento de hipertensao, o Captopril.

A parte protéica ndo enzimatica dos venenos ofidicos contém toxinas
especificas, que afetam intensamente processos vitais como a fungdo de nervos e

musculos, a acdo cardiaca, 0 sangue e a permeabilidade das membranas (Karlson,1979).
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Neurotoxinas sdo as toxinas mais amplamente estudas e também os
constituintes mais toxicos dos venenos ofidicos. S&o divididas, de acordo com o sitio de
atuacdo, em poés-sinépticas e pre-sinapticas.

As poés-sinapticas mimetizam a acdo do curare, ligam-se aos receptores
colinérgicos sem contudo provocar despolarizacdo, inibindo a transmissédo neuromuscular.
Ocorrem nas serpentes da familia Elapidae (Vital Brazil, 1980). As toxinas pré-sinapticas
agem possivelmente inibindo o influxo de célcio, evitando assim a liberacdo de
acetilcolina. Tém letalidade maior que as toxinas pos-sindpticas, sdo estruturalmente
relacionadas a fosfolipase A2 e podem agir como toxinas mionecroticas. Foram
encontradas também em serpentes da subfamilia Crotalinae como por exemplo a
crotoxina, isolada da serpente Sul Americana Crotalus durissus terrificus (Hawgood e
Santana de Sa, 1979).

As cardiotoxinas, assim como o fator litico direto e as cobraminas sdo todas
denominagdes usadas para toxinas de membrana que causam a despolarizacdo persistente
das membranas celulares, excitdveis ou ndo, acarretando disturbios celulares como
hemdlise e citotoxicidade. SO tém sido isoladas de venenos elapidicos, e sdo
responsabilizadas, em associacdo com fosfolipases, pelas lesdes locais como edema e
necrose, nos acidentes com Najas (Reid, 1964; Vital Brasil, 1982).

Grandes avangos nas pesquisas com toxinas e enzimas ofidicas se
desenvolveram nos ultimos trinta anos com o advento das analises da estrutura
bioguimica, principalmente dos venenos elapidicos em consequéncia de sua maior
letalidade. Contudo novas descobertas, como das toxinas das cascavéis americanas e

hipotensinas dos venenos botropicos geraram grande interesse para os estudos com a
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familia Crotalidae. Esses trabalhos com toda certeza trardo novas ferramentas
farmacoldgicas e novas substancias que ajudardo no tratamento e prevencdo de varias

doencas.
5- Alteracdes clinicas e patoldgicas

O envenenamento botrépico apresenta trés atividades fisiopatoldgicas
béasicas, proteolitica, hemorragica (Kamiguti e Cardoso, 1989) e coagulante (Maruyama et
al., 1990). Contudo, ja foram descritas atividade miotoxica isolada do veneno de Bothrops
jararacussu (Homsi-Brandeburgo et al., 1988), atividade anticoagulante da Bothrops
castenaudi (Nahas et al., 1979), atividade sobre as plaquetas da Bothrops atrox
(Niewiarowski et al., 1977) e atividade hemolitica in vitro (Rosenfeld et al., 1960/62).

A atividade proteolitica, na verdade, corresponde a acdo de VArios
componentes do veneno e sdo basicamente as responsaveis pelas lesdes no local da
picada, como edema inflamatdrio e necrose. Enzimas proteoliticas como proteases,
fosfolipases e hialuronidases promovem a liberacdo de substancias farmacologicamente
ativas (bradicinina, serotonina e histamina), que atuam no efeito hipotensor. Estimulam
ainda a liberacdo dos mediadores inflamatorios, como prostaglandinas, leucotrienos e
fator de agregacdo plaquetaria - PAF (Franca e Fan, 1992).

Furtado et al. (1991) em estudo comparativo entre 0s venenos de nove
espécies de serpente do género Bothrops, constatou que o veneno de Bothrops
jararacussu apresentava baixa quantidade de proteina por miligrama de veneno e

apresentava ativividades amidolitica, caseinolitica e fribinolitica.
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A acdo coagulativa € responsdvel por um consumo de fatores de
coagulacdo, principalmente do fibrinogénio, causando um quadro de incoagulabilidade
sanguinea (Ribeiro e Jorge, 1988). Essa acdo coagulante pode ocorrer por ativacdo de
protrombina e do fator X, ambos ocorrendo na presenca de fosfolipidio e calcio, e
atividade sobre o fibrinogénio conhecido como efeito trombina-like, descrito na secdo
anterior (Jorge e Ribeiro, 1990).

Analisando 26 tipos de veneno botrépico, Nahas et al, 1979, identificaram
para efeito coagulativo da serpente Bothrops jararacussu as atividades tipo trombina-like
e ativagdo do fator X. Porém, Furtado et al. (1991) ndo identificaram para a mesma
espécie na fase adulta a ativacdo do fator X. Contudo ja foram isolados dois fatores
coagulantes do tipo trombina-like (Zaganelli et al.,1996; Andrido-Escarso et al., 1997).

A hemorragia no envenenamento botropico € atribuida a componentes
especificos chamados hemorraginas. Sdo metaloproteases e ja foram isolados das
serpentes brasileiras Bothrops jararaca (Mandelbaum et al., 1976), Bothrops neuwiedi
(Mandelbaum et al., 1984), e Bothrops moojeni (Assakura et al., 1985).

Ohsaka em 1979, atribuiu a atividade das hemorraginas uma acdo sobre a
membrana basal do endotélio vascular decorrente de um aumento da permeabilidade
inicial, seguida da perda da funcdo entre as células, resultando na ruptura da integridade
vascular.

Os fatores hemorragicos nao interferem na acdo coagulativa do veneno
assim como a incoagulabilidade ndo constitui causa priméaria do sangramento. Isto é
confirmado pelas observagOes de que o sangramento sisttmico pode tanto ocorrer quando

do envenenamento por serpentes sem veneno coagulante como preceder o efeito
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coagulativo. Além disso, a desfibrinacdo completa pode persistir sem a ocorréncia de
sangramento. Dai o estado de incoagulabilidade pode prolongar e/ou intensificar as
manifestagdes hemorrdgicas mas a agdo coagulativa isolada ndo justifica o sangramento
(Reid e Theakston, 1983).

Rosenfeld (1991) descreveu que apos a inoculagdo de grandes quantidades
de veneno botropico podem sobrevir hemorragias externas, epistaxe, gastrorragias,
melena, principalmente encontradas nos acidentes por Bothropsjararacussu por ser capaz
de inocular grandes quantidades de veneno. Possivelmente, tais achados clinicos ndo sdo
provocados por fatores hemorragicos especificos, ja que apds fracionamento do mesmo
veneno, Homsi-Brandeburgo et al. (1988), ndo constatou a presenca de nenhuma
hemorragina.

Neste dltimo trabalho, foi isolado uma fracdo miotdxica sem atividade de
fosfolipase A2 denominada Bothropstoxin. Esta fracdo quando injetada causou necrose
coagulativa apds trinta minutos sem presenca de hemorragia. Apos 6 horas, as fibras
musculares necroticas estavam anucleadas com pouco ou nenhum infiltrado inflamatério.
Apds uma semana, a &rea central do musculo ainda continha fibras necréticas nédo
fagocitadas.

Além da Bothropstoxin, outras miotoxinas ja foram isoladas. Gutierrez et al.
(1984), isolou uma miotoxina com atividade fosfolipasica da Bothrops asper. Desta
mesma serpente Lomonte e Gutierrez (1989), identificaram a presenca de uma miotoxina
sem atividade fosfolipasica e Gutierrez et al. (1989), isolou uma miotoxina da serpente
Bothrops nummifer. Moura-da-Silva et al. (1991), encontrou atividade miotéxica nas

serpentes bothrops moojeni, Bothrops neuwiedi, e Bothrops pradoi.
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O quadro clinico causado pelo acidente botropico se caracteriza por uma
sintomatologia local, alteracbes no tempo de coagulacdo, hemorragias sistémicas e
complicacGes locais e/ou sistémicas.

Trinta minutos apds a picada observamos dor, edema, eritema e calor local.
A dor é imediata, e 0 edema se forma nas primeiras 6 horas. Bolhas equimoses e necroses
surgem geralmente ap0s 12 horas do acidente. Existe uma relacdo direta entre a
sintomatologia local e a quantidade de veneno inoculado (Barraviera, 1993).

O tempo de coagulagdo assim como o tempo de tromboplastina parcial
ativada apresentam-se aumentados, e essas alteracOes sdo mais severas quando 0S
acidentes sdo provocados por filhotes, onde os fatores coagulantes sdo predominantes
(Furtado et al., 1991). Exames como o tempo de coagulacdo sdo validos para a
determinacdo do tipo de envenenamento, quando o género da serpente ndo foi identificado
e para identificacdo da gravidade do caso.

Hemorragias sd&o comuns tanto no local da picada como em lugares distantes
da mesma, tais como gengivorragia, epistaxe, hematémese, hemorragia digestiva alta e
hemataria. Porém nos acidentes com Bothrops jararacussu e Bothrops erythromelas as
hemorragias sistémicas sdo raras (Barraviera, 1993).

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

Diversas alteragbes renais ja foram descritas como decorréncia do

envenenamento ofidico. Entre elas podemos citar glomerulonefrite (Seedat et al.,1974),
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glomerulite e nefrite intersticial (Sant e Pundare,1972), arterite e necrose tubular (Sitprija

e Boonpucknavig, 1979), necrose cortical (Varagunam e Penabokke, 1970) e insuficiéncia
renal (Raab e Kaiser, 1966). De todos, o mais relatado tem sido a insuficiéncia renal.
Ainda foram descritos a ocorréncia de hematuria, mioglobinuria, hemoglobinuria e
proteinuria (Sitprija e Boonpucknavig, 1979).

A insuficiéncia renal aguda (IRA) descrita por varios autores (Amorim et
al., 1969; Amorim e Melo, 1954; Silva et al., 1979; Shastry et al., 1977; Aung-khin, 1978)
€ a causa principal de mortes nos acidentes ofidicos mesmo apds o tratamento com soro
antiofidico. O Tratamento com soro ndo previne o surgimento de insuficiéncia renal
embora ele melhore o estado geral dos pacientes (Amaral et al., 1986).

A IRA ocorre secundariamente aos processos de glomerulonefrite aguda
(Seedat et al., 1974), necrose tubular aguda (Chuch et al., 1975) e necrose cortical renal
(Date e Shastry, 1981). Contudo a sua patogénese secundaria aos acidentes botrdpicos nao
esta esclarecida.

Amaral et al.,, (1985) estudando as alteracGes renais provocadas em
acidentes humanos com as serpentes Bothrops jararaca e Bothrops jararacussu
descreveram a ocorréncia de necrose cortical sem contudo desvendar sua patogénese. O
autor sugeriu entdo, que a necrose cortical deveria ser causada por coagulagédo
intravascular, acdo direta de enzimas proteoliticas no endotélio vascular ou por espasmos
nos vasos provocados por substancias vasoativas.

Estas mesmas sugestdes foram usadas por Amaral et al. (1986) para explicar
a patogénese da IRA, apoiando-se em evidéncias clinicas correlatas com a espécie Vipera

russel realizadas por (Rosenfeld et al.,, 1968). Amaral identificou neste trabalho a
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ocorréncia da IRA atrelada a necrose cortical, porém o que provocou tal efeito ndo foi
esclarecido.

Os venenos ofidicos causam a nivel glomerular uma proliferacdo do
endotélio e células mesangiais, com deposicdo de fibrina e crescimento epitelial
ocasional, sem contudo provocar alteracdes na membrana basal. Trés teorias foram
propostas para explicar a patogénese da lesdo glomerular. A presenga de um componente
irritante, a deposicdo de fibrina decorrente do processo de coagulacdo intravascular ou
uma reagdo imunologica. Sitprija e Boonpucknavig (1979), avaliaram tais hipoteses e
afirmaram que possivelmente todos 0s mecanismos propostos trabalham sinergicamente
na patogénese glomerular, com predominancia entre as trés hipotese dependente da
gravidade do acidente.

Varios fatores sdo responsabilizados pelo desenvolvimento ou intensificacédo
do processo de insuficiéncia renal apds o envenenamento. A hipotensdo provocada pela
liberagdo de histamina e cininas (Vital Brazil et al., 1966), o processo de coagulagédo
intravascular associado a necrose tubular, relatado por Clarkson et al. (1970), o quadro de
mioglobinuria secundario a mionecrose, comum nos acidentes por serpentes marinhas
(Sitprija et al., 1971), e a possivel acdo de uma nefrotoxina direta j& citado por Hadler e
Vital Brazil (1966), nos estudos com crotoxina.

Monteiro (1990), tendo como método de estudo o modelo de perfusdo
isolado de rato analisou as alteragdes provocadas pelo veneno de Bothrops jararaca e
observou queda dos parametros renais como pressao de perfusdo, fluxo urinario, ritmo de
filtracdo glomerular, resisténcia vascular renal, transporte total e percentual de sddio e

potassio bem como diminui¢do dos ions sodio e potassio no tecido renal apds exposicao
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Resende (1989), trabalhando com dose letal 50% do veneno de Bothrops
jararaca administrado em ratos constatou insuficiéncia renal com decréscimo na filtracéo
glomerular, no clearance osmolar, na fracdo de sddio urinério excretado, e aumento da
creatinina plasmatica. Observou ainda proliferacdo da matriz mesangial, degeneracao
tubular por reducédo das bordas em escova e vacuolizacdo citoplasmatica.

Em virtude da grande complexidade dos componentes existentes nos
venenos das serpentes da subfamilia Crotalinae e da variedade de espécies com efeitos
diferentes, muitos esclarecimentos ainda sdo necessarios para a compreensdo de toda a

sua patogénese.
6 - Tratamento e profilaxia

O tratamento dos ataques de serpentes peconhentas sempre foi influenciado
por crendices populares. Até hoje ocorrem relatos fantasticos de pessoas que foram
curados com o uso de beberragens (&lcool, aguardentes, querosene) ou pela aplicacdo
topica no local da picada de fumo, esterco e alho. Tais procedimentos sdo completamente
desaconselhados e podem vir até a agravar os acidentes (Jorge e Ribeiro, 1990).

A succdo no local da picada tem eficacia duvidosa e s¢ teria finalidade até
30 minutos apds o acidente. Muitos problemas podem ocorrer com a succdo. O terapeuta
pode vir a se contaminar por patdgenos do sangue do paciente como o virus da hepatite B
assim como absorver o proprio veneno no caso de ferimentos orais. O paciente por sua
vez pode ter o processo agravado por infeccdo secundaria gerada por bactérias da flora
oral do terapeuta. Diante de tais circunstancias, quando indicado, o proprio paciente deve

realizar este procedimento (Jorge e Ribeiro, 1984).

31



oral do terapeuta. Diante de tais circunstancias, quando indicado, o proprio paciente deve
realizar este procedimento (Jorge e Ribeiro, 1984).

Outro procedimento bastante comum é o uso de torniquete com a intencédo
de restringir o alcance do veneno no organismo. Ribeiro e Jorge (1988), relata que metade
dos pacientes atendidos por picada de serpentes no Hospital Vital Brazil fazem uso do
torniquete. Apesar de bastante difundida esta pratica deve ser abolida, principalmente nos
acidentes com serpentes que apresentam efeito proteolitico. O mesmo provoca graves
lesbes na area acometida pela picada se o veneno permanecer retido em uma area
especifica, como ocorre com 0 uso do torniquete . Para muitos casos a Unica solucdo seria
a amputacdo. Como praticamente 90% dos acidentes no Brasil ocorrem com 0 género
Bothrops, que apresentam este efeito, o torniquete deve ser invalidado (Puch e Theakston,
1987).

Quanto mais rapido for feito o tratamento maior sdo as possibilidades de
cura e menor sugimento de sequelas. Esforgos fisicos exagerados ap6s a picada e/ou
traumas devem ser evitados especialmente nos casos de acidentes com veneno coagulante.

O tratamento especifico para o0s acidentes com serpentes peconhentas € feito
pela administracdo de soro heterélogo. Estes contém imunoglobulinas especificas
purificadas obtidas do plasma de animais hiperimunzados com o préprio veneno de
animais pegonhentos (Soerensen, 1990).

No Brasil os soros antiofidicos sdo produzidos pelo Instituto Butantan (S&o
Paulo), Fundacdo Ezequiel Dias (Minas Gerais) e Instituto Vital Brazil (Rio de Janeiro).

Sédo produzidos atualmente os soros especificos anticrotalico, antibotrépico, antilaquético,
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Preconiza-se 0 uso dos soros especificos, pois cada género de serpente
peconhenta no Brasil apresenta efeitos diferenciados. Contudo Dos Santos et al. (1992),
afirmam que houve maior eficacia no tratamento do envenenamento por Bothrops
jararacussu com o emprego do antiveneno botrépico-crotalico em virtude do efeito
miotdxico deste veneno, efeito comum aos venenos crotalicos.

A gquantidade de soro a ser administrada depende diretamente da gravidade
do acidente, avaliado através dos sinais clinicos. Deve ser aplicado o mais precocemente
possivel e de preferéncia por via intravenosa para que possa haver neutralizacdo da
peconha antes da ocorréncia de quaisquer danos.

Por ter caracteristica heter6loga os antivenenos podem causar reacfes de
hipersensibilidade imediatas como edema de glote, broncoespasmo e choque anafilatico
(Barraviera, 1993). Alguns autores sugerem a realizacdo do teste de sensibilidade antes da
aplicacdo do soro, porém ha grande controvérsia do uso deste testes. Jorge e Ribeiro
(1990), por exemplo, citam varias justificativas para invalidar este procedimento,
principalmente porque mesmo com o resultado positivo o tratamento ainda assim é
indicado.

Alguns medicamentos sdo indicados para limitar os sintomas do
envenenamento no decorrer do processo. Dentre eles podemos citar antihistaminicos,
adrenalina, nos casos de parada cardiaca, aminofilina para o broncoespasmo e
antibioticoterapia por cloranfenicol ou associacdo de clindamicina e aminoglicosidios,
indicados para conter infec¢bes secundarias.

Procedimentos como fasciotomia nos casos de sindrome de compartimento,

transfusbes de sangue e debridamento de areas necrosadas sdo usados de acordo com a



necessidade. Todos os esforcos sdo validos para preservar 0 segmento acometido nos

acidentes com extensa perda de tecidos (Barraviera, 1991).

O Ministério da Salde descreve algumas medidas preventivas de suma
importancia para os acidentes ofidicos (Brasil, 1998):

a) usar botas de cano alto ou pemeira de couro, botinas e sapatos, o que evitaria 80% dos
acidentes;

b) usar luvas de aparas de couro quando manipular folhas secas, lixo, lenha, palha e etc.,
nem colocar maos em buracos, evitando assim mais 15% dos acidentes;

c) Cobras gostam de se abrigar em locais quentes, escuros e umidos, exigindo-se cuidado
ao mexer em pilhas de lenha, palhadas de feijdo, milho ou cana ou ainda ao revirar
cupinzeiros;

d) Na presenca de ratos ha maior possibilidade de se encontrar cobras. Diante disso, faz-
se necessario limpar paiois e terreiros, e ndo deixar lixo amontoado. Aconselha-se
ainda que muros e frestas de portas devem ser fechadas;

e) Evitar acumulo de lixo e entulho de pedras, tijolos, telhas, madeiras, bem como mato
alto ao redor das casas, que atraem e abrigam pequenos animais que servem de
alimentos as serpentes.

Quando picado, o melhor a fazer seria lavar o local com agua ou agua e
sabdo, manter o paciente deitado, manté-lo hidratado e procurar servico médico. Se
possivel levar o animal para identificacéo.

Enfrentamos grandes problemas referentes ao tratamento dos acidentes
ofidicos. Estes problemas sdo agravados pela grande extensdo territorial do pais e a falta

de infra-estrutura dos postos de saude. Consequentemente, muitos acidentados ficam a
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mercé de curandeiros e tratamentos milagrosos. Um maior trabalho educativo junto as
comunidades diminuiria os indices de letalidade que atualmente ainda séo altos

principalmente no Nordeste.
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Objetivos

Objetivos gerais

$ Avaliar a toxicidade aguda e as alteracdes hematologicas e renais causadas pelo
veneno de Bothropsjararacussu

Objetivos especificos

$ Determinar a DL50 do veneno bruto de Bothropsjararacussu em ratos Wistar;
$ Awvaliar as alteracGes histopatoldgicas do veneno nos rins, figado, coragdo, pulméo,

baco e cérebro apds administracdo de diversas doses do veneno;

$ Realizar hemograma completo, dosagem de proteinas totais e nimero de plaguetas em
ratos apos envenenamento experimental com veneno de Bothrops jararacussu’,
B Avaliar o efeito do veneno sobre parametros funcionais renais em sistema de rim

isolado de rato nas concentracOes de 3, 10 e 30pg de veneno bruto liofilizado;
** Avaliar as alteracdes histopatologicas dos rins perfundidos na auséncia e presenca do

veneno.
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Material e Métodos

Parte 1 - Toxicidade aguda e determinacao da DL50
1 - Descricdes gerais

Os animais experimentais, ratos Wistar de peso entre 140 e 200g sem
distincdo de sexo, foram reunidos em quatro grupos com seis individuos. Todos estavam
em jejum de 24 horas com fornecimento de &gua “ad libitum”. Apds diluicdo em salina
0.9%, o veneno liofilizado de Bothrops jararacussu, fornecido pela Fundagdo Ezequiel

Dias de Belo Horizonte - MG, foi aplicado por via intraperitoneal (IP) nas doses de 2, 4,

8, e 16 mg/kg, distribuidas nos grupos I, I, I, 1V, respectivamente.
2 - Determinacao da DL50

Os animais foram mantidos em observacdo durante uma hora para
averiguacdo clinica de processos agudos provocados pela aplicacdo do veneno, e, apos 24
horas, fizemos a segunda leitura, para contagem dos animais falecidos. A DL50 foi
determinada utilizando o teste dos probitos (Miller e Tainter, 1944), onde a partir do
nimero de animais mortos calculamos a percentagem de mortes para cada grupo, e 0s
resultados foram convertidos em probitos de acordo com tabela descrita por Carline
(1973). Os valores obtidos nesta tabela foram plotados em gréfico tracado em papel
mono-log, onde a abscissa continha o logaritimo das doses de veneno empregadas, € a
ordenada os valores dos probitos encontrados. A DL50 foi entdo determinada através dos

dados obtidos neste grafico.
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3 - Histologia

Tanto para 0s animais mortos como para 0s sobreviventes, sendo os ultimos
submetidos ao sacrificio por deslocamento cervical apds anestesia com pentobarbital
sodico (50mg/kg), fizemos a coleta de fragmentos de rim, pulméo, figado, coragdo,
cerebro e bago, os quais foram clivados e conservados em formol 10% para posterior
estudo histopatolégico dos efeitos do veneno nos 6rgdos em questdo. Apds desidratacdo
em alcool e diafanizacdo em xilol, os fragmentos fixados em formol foram submetidos
aos procedimentos da técnica da inclusdo em parafina, que tem por principio a
substituicdo da agua presente no tecido por parafina.

O bloco de parafina pronto, foi cortado pelo microtomo na espessura de
5um. Os cortes foram fixados nas laminas, substituindo a parafina por agua, seguindo
procedimento inverso ao da inclusdo, ou seja, xilol, alcool e agua. Finalmente, as laminas
foram coradas por Hematoxilina-eosina e analisadas em microscépio éptico binocular
(Cormack, 1991).

Todas as laminas foram confeccionadas no Laboratorio de Anatomia
Patoldgica - Biopse, e avaliadas no Departamento de Patologia e Medicina Legal da

Universidade Federal do Ceara.
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Parte 2 - Hematologia
1- Descric0es gerais

Utilizamos fémeas de ratos Wistar, pesando em tomo de 150 a 200g, com
dieta e hidratacdo “ad libitum™. Dividimos os animais em oito grupos de seis, sendo
quatro grupos controle (salina 0,9%), e quatro grupos tratados com veneno de Bothrops
jararacussu liofilizado e diluido em Iml de salina 0,9%. Todos os grupos foram avaliados
nos periodos de 2, 6, 12 e 24 horas ap0s a administracdo intraperitoneal do veneno na
dose de 9,5 mg/kg. Toda a avaliacdo hematologica foi realizada no Departamento de
Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Ceard, e as
andlises bioquimicas na Unidade de Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceara.
ApOls anestesia com pentobarbital sédico (50 mg/Kg) coletamos o sangue por puncao

intracardiaca.
2 - Descricéo especifica dos exames hematologicos

O hemograma €é o exame laboratorial do sangue que fornece dados
quantitativos e qualitativos sobre eritrécitos, leucocitos, plaquetas e hemoglobina. E
composto por duas partes, o eritrograma, conjunto de exames que avalia a série vermelha,
e leucograma, que analisa os dados referentes a série branca. A contagem de plaquetas é
geralmente incluida nos resultados do hemograma, normalmente, porém, faz parte dos
exames referentes ao coagulograma. Somamos ao exame do hemograma o teste
bioquimico para medir a quantidade de proteinas totais presente no sangue coletado. Para
a realizacdo do hemograma usamos sangue total com antigoagulante (heparina 5000

ul/ml).
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2.1 - Eritrograma

2.1.1 - Contagem de eritrécitos

Para a contagem de eritrocitos utilizamos, além do sangue devidamente
heparinizado, uma camara de Neubauer, necessaria para a contagem das hemacias, a
pipeta diluidora de eritrocitos, ou pipeta de Thoma, e a solucdo de Gower, composta por
62,59 de sulfato de sodio anidro, 166,5 ml de acido acético glacial completados para o
volume de 1000mI com &gua destila, usada para a diluicdo da amostra. O sangue e, em
seguida, a solucdo diluidora foram aspirados em suas devidas marcas da pipeta de Thoma,
como determina o método descrito em Garcia-Navarro (1994). O sangue foi
homogeneizado dentro da pipeta e, ap0s desprezo das primeiras gotas, a camara de
Neubauer foi preenchida pela abertura lateral. Ap6s cinco minutos, necessarios para a
sedimentacdo dos eritrocitos no fundo da cmara, realizamos a contagem dos mesmos
através de microscopio éptico na objetiva de 40x, utilizando a &rea predeterminada
(Figura 8). O resultado obtido da soma do numero de eritrocitos presentes nas cinco

camaras foi entdo multiplicado por 10.000.
2.1.2 - Hematocrito

O hematocrito mede o volume globular ou a relagdo entre os gldbulos
vermelhos e o plasma, ou ainda a percentagem de sangue ocupada por eritrocitos. O
método usado neste trabalho para a determinacdo do hematdcrito foi o microhematocrito.
O sangue foi devidamente homogeneizado e, por capilaridade, preenchemos % do tubo
capilar. Uma das extremidades foi vedada com massa de modelar, e em seguida os tubos

foram acoplados a centrifuga para microhematocrito (Adams Autocrit Centrifuge - AD
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6046), seguindo a técnica descrita pelo fabricante. Apos cinco minutos fizemos a leitura
da percentagem de eritrécitos em relacdo ao plasma em tabela da propria centrifuga

(Almeida, 1982).

Figura 8 - Reticulo de Neubauer

LEGENDA

L - quadrante de leitura para
leucocitos

E - quadrados de leitura de
eritrécitos

J - perimetro de leitura
para plagquetas

2.1.3 - Dosagem de hemoglobina

O procedimento usado para dosagem de hemoglobina foi o colorimétrico
através do método da oxihemoglobina. Adicionamos a quantidade de 20pl de sangue com
anticoagulante 5ml de hidréxido de amonio 0,4%. Homogeneizamos a mistura com a
finalidade de lisar a membrana da heméacia. A hemoglobina liberada em contado com
meio alcalino combinou-se com o oxigénio do ar formando complexo de cor réseo-
avermelhado. Apds 5 minutos medimos em espectrofotdmetro no comprimento de onda

de 545nm. A densidade oOtica obtida foi multiplicada pelo fator oriundo da concentracéo
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da hemoglobina da solucdo de origem. A hemoglobina foi expressa em gramas de

hemoglobina por decilitro de sangue (Carvalho, 1986).

2.1.4 - Valores hematimétricos

Os indices hematimétricos usados rotineiramente sdo o volume corpuscular
médio = VCM, a hemoglobina corpuscular média = HCM, e a concentracdo de
hemoglobina corpuscular média = CHCM.

O volume corpuscular médio corresponde ao volume médio dos eritrocitos

expresso em (fl). E calculado pela formula:

Hematocrito x 100
VCM =

Numero de eritrocitos / pl (dois primeiros algarismos)

Os valores do VCM podem diminuir em situagdes de anemia ferropriva, e 0
processo inverso ocorre quando o organismo tenta regenerar-se da anemia ferropriva
aparecendo juntamente com uma grande quantidade de reticuldcitos.

A hemoglobina corpuscular média corresponde ao volume médio da

hemoglobina por célula expresso em picogramas (pg). Sua formula é:
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Hemoglobina x 100

Numero de eritrdcitos / pl (dois primeiros algarismos)

A concentracdo de hemoglobina corpuscular média é o indice que mede a
concentracdo de hemoblobina em gramas por 100ml de hemdcia. E calculado pela

formula;

Hemoglobina x 100
CHCM =eemmmmmeemmm oo

Hematécrito

O CHCM normalmente acompanha o VCM nas situacdes onde este ultimo
diminui, porém seu aumento ndo acontece pois a hemacia tem uma capacidade maxima

onde a hemoglobina fica saturada (Kerbauy e Mieza, 1990).

2.2 - Leucograma

2.2.1 - Contagem dos leucdcitos totais

Os mesmos materiais usados para a contagem de eritrocitos também séo
usados na contagem de leucocitos, com algumas diferencas. A camara de Neubauer é
novamente utilizada, porém a area de leitura para leucécitos é diferente. Usamos 0s quatro
grupos de quadrados com 16 subdivisdes posicionados mais extemamente (Figura 8). A

pipeta de Thoma usada para aspirar o sangue e a solugdo diluidora sdo especificas para
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leucdcitos. A solucdo diluidora usada foi de Tirk, composta por Iml de acido acético
glacial, Iml de violeta de genciana, e estas quantidades completadas para |I00Oml com agua
destilada. Os procedimentos que se seguiram, aspiracdo, homogeneizacdo e
preenchimento da camara, sdo semelhantes a técnica descrita para a contagem de
eritrocitos. A leitura é feita por microscdpio Optico com objetiva de 10x. A soma das
quantidades de leucocitos nos quatro quadrantes externos € por fim multiplicado por 50,

obtendo assim a quantidade de leucdcitos por microlitro de sangue (Almeida, 1982).
2.2.2 - Contagem diferencial dos leucocitos

Tem por finalidade estabelecer o percentual de cada tipo de leucécito. Com
os valores percentuais e a quantidade total de leucdcitos por microlitro de sangue
podemos determinar a quantidade dos diferentes tipos de leucécitos nesta mesma unidade.

A analise foi realizada a partir de esffegacos de sangue em laminas coradas.
Neste trabalho, usamos o método panoptico de Pappenheim, ou coloragdo por May-
Grunwald-Giemsa, descrito em Lima et al. (1977). Foi usado microscopio Optico com
objetiva de imersdo a 6leo (I00x), onde contamos 100 células devidamente diferenciadas,

que fizeram parte do valor percentual dos diversos tipos de leucocitos.
3 - Dosagem das proteinas plasmaticas totais

O sangue total, sem anticoagulante, foi centrifugado numa velocidade de
5000 rpm por 10 minutos. Devidamente separado, o soro foi colhido e submetido ao teste
para dosagem das proteinas totais pelo método do Biureto, onde 50 pl da amostra foram
adicionados a 2,5ml da solucdo de Biureto. Esta mistura foi lida em espectofotdmetro,
apos 15 minutos, num comprimento de onda de 545nm, comparado a um tubo branco que

continha agua e biureto. O resultddo foi multiplicado pelo fator que foi encontrado
44



quando dividimos o numero quatro pela média das leituras obtidas no mesmo
comprimento de onda de um padrdo presente no kit (Fabricante). O resultado foi expresso

em gramas de proteina por decilitro de sangue.
4 - Contagem de plaquetas

A contagem de plaquetas foi realizada através do método do hemocitémetro,
onde usamos uma camara de contagem (Neubauer). Utilizamos 20pl de sangue, diluidos
em 2ml da solucdo de citrato de sédio 3,8%. Apds leve homogeneizacdo da mistura,
preenchemos a cdmara de Neubauer, a qual foi posta em camara Umida por 10 minutos,
para sedimentacdo da amostra. A contagem foi realizada sobre o quadrado central da
camara, em observacdo por microscopio Optico, e o total contado foi multiplicado por
1000. O resultado foi expresso pela quantidade de plaguetas por mmJ de sangue
(Almeida, 1982).

5 - Estatistica

Todos os resultados foram analisados em computador Pentium 133hz

através de programa Sigmastat. Avaliamos os dados por test T de Student ndo pareado,

onde comparamos os resultados dos grupos controles com o0s respectivos grupos tratados,

de acordo com o tempo de acdo apds a aplicacdo do veneno.
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Parte 3 - Perfusao renal

1 - Animais Experimentais

Utilizamos ratos Wistar adultos com peso variando entre 220 e 270g, sem
distingdo de sexo, oriundos do biotério da Unidade de Pesquisas Clinicas da Universidade
Federal do Ceara. Todos os animais foram mantidos em jejum alimentar de 24 horas antes
das experiéncias com fornecimento de agua “ad libitum”,

2 - Divisdo dos grupos de animais

Com o intuito de avaliar os efeitos do veneno de Bothrops jararacussu
dividimos os animais experimentais em quatro grupos. Um grupo controle, onde os rins
foram perfundidos apenas com a solucdo de Krebs-Henseleit modificada, na presenca de
6% de albumina bovina. Este grupo controle foi comparado aos outros trés grupos nos

quais utilizamos as doses de 3, 1 e 0,3 mg de veneno liofilizado. Todos os grupos

continham seis animais.
3 - Veneno

O veneno utilizado em nossos experimentos foi fornecido pela Fundagao
Ezequiel Dias em Minas Gerais, pela pessoa do Dr. Carlos Ribeiro Diniz. O veneno
liofilizado, nas quantidades de 3, 1 e 0,3mg, foi diluido antes de cada experimento em Iml
de solucdo salina (0,9%) e adicionado ao sistema, que continha 100ml de solugédo
perfusora, sempre apds 30 minutos do inicio dos experimentos. As concentracdes finais

foram 3, 10 e 30pg/ml, respectivamente.
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4 - Substancias utilizadas

Nos experimentos com perfusédo renal utilizamos as seguintes substancias:
3 NaHCO?3 (Synth)
¥ NaH2PO4 . H20 (Synth)
$ NaCl (Synth)
$ MgSO4.7H20 (Reagen)
> CaCl2.2H20 (Reagen)
I Manitol (Reagen)
»4 Uréia (Reagen)
>> KC1 (Merck)
$ Glicose (Squibb)
$ Penicilina G Potéassica Cristalina (Squibb)
$ Heparina (CEME)
*» Fracdo V de albumina bovina (Sigma)
$ Inulina (Sigma)
# Pentobarbital sédico (Sigma)

5 - Solucéo perfusora e seu preparo

A solucdo empregada nas experiéncias foi a de Krebs-Henseleit modificada,
associada com albumina bovina 6%. Essa adicdo a solucédo foi desenvolvida para manter
as fungdes renais sem alteragOes durante o experimento.

A solugdo de Krebs-Henseleit modificada, concentrada a 20%, continha
NaCl = 138g, KC1 = 79, NaH2PO4 . H20 = 3,29, MgS04.7H20 = 5,8g, e Uréia = 10g. No

tempo de 48 horas antes do experimento, separamos 100 ml desta solucdo e
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acrescentamos NaHCC>3 = 4,2 g, CaCl2 . 2H20 = 0,74 g, glicose = 2,0 g, e penicilina =
0,050 g. Em seguida, o volume foi completado para 2000ml com &gua bidestilada.
Retiramos 300 ml desta ultima solugdo, na qual adicionamos albumina bovina (6%).
Procedemos, em seguida, a dialise desta solucdo com albumina, auxiliada por um
homogeneizador. Esta didlise tem como objetivo retirar substancias contaminantes como
piruvato, citrato e lactato (Hanson e Ballard, 1968, Cohen et al., 1977, Schurek et al.,
1970; Ross, 1978) Os 1700ml restantes foram usados como solucédo para a dialise, a qual
foi trocada com 24 horas. No final, apos 48 horas de dialise, acrescentamos 0,15g de

Inulina. O pH da solucdo perfiisora foi ainda ajustado entre os valores de 7,3 e 7,4.
6-0 Sistema de perfusdo renal

As primeiras perfusfes renais datam de 1849, realizadas por Lobell. Em
seguida, temos relatos de trabalhos de Bidder em 1862, Ludwig em 1868 e Schroder em
1882 (Araujo Filho, 1995). A necessidade de maiores informacGes sobre a fisiologia renal
trouxe grandes avancos para a técnica de perfusdo renal, principalmente nestas duas
ltimas décadas. Como exemplos de novas descobertas temos a adicdo da fracdo V de
albumina bovina pura a solucéo perfusora (Bowman, 1970; Bowman e Mack, 1974; Little
e Cohen, 1974; De Mello e Maack, 1976); a utilizacdo da solucdo de Krebs-Henseleit
(Schurek, 1980); o uso de substancias como glicose, aminoacido, lactato, oxalacetato e
piruvato (Bahlman et al., 1967; Trimble e Bowman, 1973; De Melo e Mack, 1976); e a
adaptacdo do sistema para 0 uso de um filtro miliporo no sistema de perfusdo renal de
ratos (Ross et al., 1973; Cohen et al., 1977; Fonteles, 1980).

Conhecemos atualmente dois sistemas de perfusao de rim isolado. O sistema

aberto, no qual o perfusato ndo recircula pelo rim. Este sistema, apesar de manter
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constante os parametros renais, apresenta um alto gasto de albumina, dificultando o
orcamento dos projetos. No outro tipo conhecido, o sistema fechado, o perfusato recircula
no rim e apresenta inimeras vantagens sobre o primeiro, como a utilizacdo de menores
quantidades de albumina. Além disso, as substancias dialisadas se mantém na solucéo, e a
oxigenacdo pode ser adaptada ao proprio dialisador (Monteiro, 1990).

O sistema fechado, utilizado nos nossos experimentos, foi inicialmente
baseado nos estudos desenvolvidos por Bowman e Mack (1974) e Ross (1978). A este
sistema foram sugeridas modificacdes pelos trabalhos de Fonteles (1980) e Moreira Lima
(1983), os quais adicionaram um pulmao artificial do tipo silastico, baseado no modelo de
Hamilton et al. (1974).

O sistema de perfusdo fechado (Figura 9) é a soma de varios equipamentos.
Cada um tem uma determinada funcao.

# Condensador - mantém aquecido o cilindro reto que comporta a solugdo do
experimento;

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

B Seringa coletora de perfusato - coletor da solucdo de perfusdo feita em intervalos de
10 minutos;

»¢ Bomba de perfusdo (Watson) - bombeia a solugdo de perfusdo no sistema, apresenta
cinco velocidades;

Filtro de milipore (8pm) - filtra a solugéo perfusora;

# Banho-maria - aquece 0 oxigenador ou pulmé&o artificial mantendo a temperatura
constante entre 36 e 37° C,

*» Fluxdmetro - mede o fluxo da solucdo;

** Man6metro de mercurio - mede a pressdo do perfusato;

# Catabolhas - retira as bolhas formadas evitando embolia.
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$ Oxigenador ou pulmao artificial - promove as trocas gasosas (95% de 02 e 5% de
CO2)

*» Bomba aquecedora com termostato - mantém o sistema de perfusdo na temperatura de
37°C

7 - Preparo do Sistema

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

A calibracdo foi sempre feita com 0 sistema em funcionamento na presenca
de salina, aquecida entre as temperaturas de 36 - 37° C. A cada unidade da bomba de
perfusdo (1, 2, 3, 4 e 5), coletamos a salina por I minuto em proveta milimetrada (fluxo
na ponta da canula), e anotamos a medida do fluxémetro e a pressdo de perfusdo, através
do mandémetro de mercdrio ligado ao sistema. Para melhor adaptacdo do sistema as
unidades da bomba, deixamos 3 minutos de intervalo entre cada coleta.

A calibracdo foi feita com 0 objetivo de conhecer o fluxo de perfusdo em
face da resisténcia da propria canula. Para tanto, os resultados de calibracdo obtidos nos
trés grupos tratados foram compilados em curvas, onde plotamos a velocidade da bomba
no eixo das abscissas contra a pressdo de perfusdo, volume de salina coletado (fluxo) e 0
valor obtido no fluxdmetro no eixo das ordenadas (Figura 11, 12, 13). Duas outras curvas
foram plotadas com os valores de fluxémetro no eixo das abscissas e a pressdo de

perfusédo e o fluxo no eixo das ordenadas (Figura 14 e 15).
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Figura 09 - Esquema do sistema de perfusao de rim
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Figura 10 - Calibragéo do sistema. Velocidade da bomba X fluxo
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Figura 11 - Calibracédo do sistema. Velocidade da bomba X presséo de perfusédo
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Figura 12 - Calibracdo do sistema. Velocidade da bomba X fluxémetro

Figura 13 - Calibragdo do sistema. Fluxémetro X presséo de perfuséo
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Figura 14 - Calibragdo do sistema. Fluxémetro X fluxo

8 - Técnica Cirurgica

ApoOs a anestesia do animal com pentobarbital sodico na dose de 50 mg/Kg
de peso vivo, com aplicacdo intraperitoneal (IP), injetamos na veia femural, devidamente
identificada, 3 ml de manitol 20%, com intuito de melhorar a diurese do animal. Apds
assepsia do ventre do mesmo, fizemos uma incisdo da parede abdominal com base na
linha alba e duas incisdes perpendiculares a primeira, para aumentar o campo cirdrgico.
Rebatemos as visceras para o lado esquerdo para visualizacdo do rim direito e
consequente limpeza do excesso de tecido gorduroso presente na area. Em seguida,
isolamos o ureter, o que foi canulado através de tubo de polietileno (PE50). Com o intuito
de evitar interferéncia fisioldgica da glandula adrenal direita no experimento, esta foi
identificada, isolada e seccionada, para com isso providenciar a descapsulagdo do rim.
Cumpridos estes procedimentos, canulamos a artéria renal, a partir da artéria mesentérica

superior. Ap6s sua identificacdo, a artéria mesentérica superior foi ocluida em seu lado
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direito e pingado no seu lado esquerdo. Com pequeno corte em seu tecido introduziamos a
canula por 3 a 5 mm e dai fixamos canula e artéria. Logo a seguir, 0os 6rgdos foram
isolados com pingas e seccionados, promovendo a retirada do rim e ureter, devidamente
liberados. Com o rim ja acoplado ao sistema, esperamos um periodo de aproximadamente

30 minutos para sua adaptagdo ao sistema in vitro (Figura 15).
9 - Protocolo Experimental

Os experimentos foram iniciados apos a adaptacdo do 6rgdo ao sistema num
tempo de aproximadamente 20 minutos. O tempo total de perfusdo do 6rgdo foi sempre de
120 minutos. Durante esse periodo, coletamos a cada 5 minutos a medida do fluxémetro e
a pressdo do perfusato. Em intervalos de 10 minutos, de maneira intercalada, coletamos a
urina e o perfusato, de modo que na hora de coletar o ultimo ndo se trocava o coletor de
urina e vice e versa. Estes frascos com urina foram pesados e, juntamente com os frascos
de perfusato, mantidos em temperatura de -20°C para permitir posteriores dosagens de
potéssio, sodio, cloro, inulina e osmolaridade. Sempre aos 30 minutos, administramos o
veneno de Bothropsjararacussu.

Com o rim direito montado no sistema, coletamos o rim esquerdo para
controle, o qual foi pesado e dele retirado um fragmento para posterior exame
histopatologico. Apds o fim do experimento, foi realizado o mesmo procedimento com o

rim direito.
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Figura 15 - Técnica cirurgica. A= veia femural; B= ureter canulado; C= artéria

mesentérica; D= canula arteriai.
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10 - Avaliacéo bioquimica

Perfusato e urina foram coletados em intervalos de 10 minutos, de forma
intercalada, conforme o protocolo experimental acima descrito. Com este material
realizamos testes bioquimicos de dosagem de sodio, potassio, pelo método de fotometria
de chama (Flame photometer - modelo 443 IL). As dosagens de cloro foram realizadas
seguindo o método descrito pelo kit do fabricante Labtest. A inulina foi dosada a partir do
mesmo material, através de hidrdlise direta descrita por Fonteles e Leibach (1982).
Finalmente medimos a osmolaridade das amostras com um osmémetro (Vapor pressure
osmometer - modelo 5100c ESCOR). Todas as analises bioquimicas foram realizadas na
Unidade de Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceara.
11 - Histologia

Apds cada experimento, retiramos fragmentos dos dois rins, os quais foram
acondicionados em frascos com formol 10%. Para proceder a analise histologica, estes
fragmentos foram desidratados, diafanizados e em seguida cortados, numa espessura de 5
pm de espessura. Procedemos a coloragdo do material por hematoxilina-eosina e as
laminas foram analisadas por microscopio optico (Nikon).

Todas as laminas da perfusédo renal foram confeccionadas no Laboratoério de
Anatomia Patoldgica - Biopse, e avaliadas no Departamento de Patologia e Medicina

Legal da Universidade Federal do Ceara.
12 - Calculo dos parametros renais

Utilizamos as seguintes formulas para determinacdo dos parametros

funcionais renais (Martinez-Maldonado et al., 1978; Fonteles, 1980):
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**

PP - pressdo de perfusdo (mmHg) - obtido do manémetro de mercurio
FU - fluxo urinério (ml.g'l.min’l) =
FU = peso do volume urinério/ peso do rim esquerdo x 10
FPR - fluxo plasmaético renal (ml.g’L.min’l) =
FPR = Fluxo registrado a cada 10 min. / intervalo de tempo x peso do rim
RVR - resisténcia vascular renal (mmHg/ml.g”.minl) =
RVR =PP /FPR
RFG - ritmo de filtragdo glomerular (ml.g".min’l) =
RFG = DOUin / DOPin x FU, onde
DOUin = densidade 6tica da inulina na urina
DOPin = densidade o¢tica da inulina no perfusato
FNa’ - sodio filtrado (pEQ.g”.minl) =
FNa" = RFG x PNa’ , onde
PNa” = concentracdo de sodio no perfusato
ENa - sédio excretado (pEq.g Vmin’l) =
ENa = FU x UNa”, onde
UNat = concentracdo de sodio na urina
TNa’ - sodio transportado (pEg.g™.min’l) =
TNa = FNa - ENa
%TNa" - percentual de sodio transportado =

%TNa+ = TNa’ x 100 / FNa’
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$ Cosm - clearance osmotico (ml.g'l.min'l) =
Cosm = (Uosm / Posm) x FU , onde
Uosm = osmolaridade urinaria
Posm = osmolaridade do perfusato
$ Chjo - clearance de agua livre (ml.g'l.min'l) =

Chlo = FU - Cosm

®  dTNa - transporte distai de sodio (ml.g™.min’l) =

dTNat = Chlo X PNa"

**  AdNa” - aporte distai de sodio (UEg.g".min'l) =

AdNa=dTNa + ENa

® pTNa - transporte proximal de sédio (UEQ.g'l.min'l) =

pTNa = FNa~x AdNa'
3  %pTNa' - percentual de transporte proximal de sédio
%pTNa =pTNa~ x 100/ FNa"
Todos os célculos feitos para a determinagdo dos pardmetros do sodio,
acima citados, foram repetidos para o potassio e cloro.

13 - Estatistica

Usamos computador PC - Pentium (133Hz) e programa Sigmastat para
analise estatistica dos dados, expressos por média + EPM. Os valores dos parametros

renais dos quatro grupos aqui avaliados foram comparados por ANOVA e teste
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comparativo entre 0s grupos, feito por “teste T de Bonferoni”, com significancia de * p <
0.05.

Todas as tabelas e graficos que avaliaram os parametros renais foram
estudados de acordo com a varidvel tempo, e os dados compilados em intervalos de 30

minutos.
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Resultados

Parte 1 - Toxicidade aguda com determinacéao da DL50

Durante o periodo de observacdo de 1 hora ap0s a inoculacdo do veneno, foi
visto, para todos os animais, sem relacdo com a dose empregada, sinais de hipocinesia,
ptose palpebral bilateral e perda de postura. Nenhum animal faleceu durante este periodo
inicial de observagdo. No tempo de 24 horas morreram 0, 1, 2, e 6 animais,
respectivamente nas doses de 2, 4, 8 e 16 mg/kg de peso vivo. Os animais que
sobreviveram, apresentaram completa recuperacdo do quadro acima descrito.

Com a andlise dos dados obtidos através do método dos probitos,
encontramos a DL50 no valor de 9,5 + 0,44mg/kg (Tabela 04 e Figura 16).

A leitura das laminas nos mostrou que nas doses de 16 e 8 mg/kg os rins
apresentaram grande congestdo, dilatacdo das células tubulares, edema intersticial com
exudacdo granulocitaria e presenca de cilindros protéicos. Nas doses menores
encontramos apenas a congestdo e notamos a presenca dos cilindros protéicos.

Os bagos apresentaram congestdo em todas as doses e ainda hiperplasia de
polpa branca. O figado apresentou apenas congestdo, assim como o cérebro e o coragdo.
Em apenas um animal o coragdo apresentou sinais de destruicdo muscular, obtido na dose
de 8 mg/kg.

Os pulmbes apresentaram congestdo e em diversos casos a presenca de
exudacdo granulocitaria. Em apenas um caso foi diagnosticado quadro de
broncopneumonia aguda. Todos estes resultados foram compilados nas tabelas 5, 6, 7, e 8

e as alteracOes histoldgicas como nas fotos em anexo.
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Tabela 4 -Toxicidade aguda do veneno de Bothrops jararacussu e calculo da DL50

Grupo " Dose
(mg/kg)

1 4,0
i 8,0

\Y 16,0

n = 6 animais por grupo

* (Miller e Tainter, 1944)

N” de animais % de % de
mortos mortalidade mortalidade
corrigida
0 0 4,17
l 16,7 16,7
2 33,3 33,3
6 100 95,8

Probito

3,25
4,03
4,56

6,73

DL50 + +
E.P.M. *

95 + 0,44
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Figura 16 - Calculo da DL 50 em ratos usando veneno de Bothropsjararacussu



Tabela 5 - Alteragdes patologicas provocadas pelo veneno de Bothropsjararacussu em ratos Wistar na dose de 2,0 mg/kg.

Rim

Baco

Figado

Pulmao

Coracéo

Cérebro

Animal !

Congestéo

Congestéo e
hiperplasia de
polpa branca

Congestéo

Congestéo e

exudacgéo

granulocitaria

discreta

Congestao

Congestao

Animal 2

Congestéo

presenca de raros
cilindros protéicos

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Animal 3

Congestéo e
tumefacéo do
epitélio tubular

Congestéo e
hiperplasia de
polpa branca

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Animai 4

Congestéo

Congestéo e
hiperplasia de
polpa branca

Congestao

Congestéo e
discreta exudagéo
granulocitaria

Congestao

Congestao

Animal 5

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Animal 6

Congestéo,
presenca de raros
cilindros protéicos

tubulares

Congestéo e
hiperplasia de
polpa branca

Congestéo

Congestao

Congestao

Congestéo



Tabela 6 - Alteragdes patologicas provocadas pelo veneno de Bothropsjararacussu em ratos Wistar na dose de 4 mg/kg.

Rim

Baco

Figado

Pulmao

Coracéo

Cérebro

CM

Animal 1

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestao

Congestéo

Animal 2

Congestéo e raros
cilindros protéicos

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestao

Animal 3

Congestéo

Congestéo

Congestao

Congestéo

Congestao

Congestéo

Animal 4

Congestdo e raros
cilindros protéicos

Congestéo
Congestéo
Congestéo e

discreta infiltracdo
granulocitéria

Congestéo

Congestéo

Animal 5

Congestao e raros
cilindros protéicos

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Animal 6

Congestéo e raros
cilindros protéicos

Congestéo

Congestao

Congestéo e
infiltracdo

granulocitaria

Congestéo

Congestéo



Tabela 7 - Alteragdes patologicas provocadas pelo veneno de Bothrops jararacussu em ratos Wistar na dose de 8 mg/kg.

Animal | Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6
Rim Cilindros Dilatac&o dos Congestdo, Congestdo, Congestdo com Congestao com
protéicos, presenca tlbulos, congestdo dilatacéo tubular e dilatacéo tubulare  tumefacéo das degeneracéo
de granulécitos e e presenga de tumefacéo raros cilindros células tubulares, vacuolar dos
tumefacgéo turva cilindros protéicos presenga de raros tabulos

cilindros protéicos

Baco Congestdo com Congestao e Congestéo Congestao e Congestéo e Congestéo
hiperplasia de hiperplasia de hiperplasia de hiperplasia de
polpa branca polpa branca polpa branca polpa branca
Figado Congestao Congestéo Congestéo Congestéo Congestao Congestéo
Pulmao Pavimentacéo e Congestao Congestdo e leve  Congestdo e leve Congestéo Congestéo
discreta exudagdo exudacgéo de exudacéo
de neutrdfilos e granuldcitos granulocitéria ao
eosindfilos ao redor dos vasos

redor dos vasos
Coracgdo Congestao Congestdo, Congestao Congestéo Congestao Congestéo
destruicdo de
fibras musculares

Cérebro Congestéo Congestéo Congestao Congestao Congestéo Congestéo
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Tabela 8 - Alteracdes patoldgicas provocadas pelo veneno de Bothropsjararacussu em ratos Wistar na dose de 16 mg/kg.

Rim

Baco

Figado

Pulmao

Coracéo

Cérebro

a0

Animal 1

Edema intersticial,
congestao,
exudacao
granulocitaria
intersticial

Congestéo
Congestéo
Marginacéo e
exudacéo de
granulocitos

leucocitarios

Congestéo

Congestéo

Animal 2

Edema intersticial,

congestao,

cilindros protéicos

raros

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestao

Animal 3

Congestéo,

dilatacdo tubular

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestéo e
hemorragia

Congestéo

Congestao, edema

Animal 4 Animal 5

Congestéo e
intersticial e dilatagéo tubular
dilatacdo tubular.
Principio de
necrose tubular,
tumefacdo turva e

alguns cilindros

Congestédo Congestéo
Esteatose e Congestéo
congestao

Broncopneumo- Congestéo e

nite e congestdo  infiltracdo discreta

de granuldcitos
Congestao

Congestéo

Congestao Congestao

Animal 6

Congestéo e
dilatacdo tubular

Congestao

Congestéo

Congestéo

Congestéo

Congestéo



Parte 2 - Avaliacdo hematologica

i- Avaliacdo dos grupos controle

Grandes diferencas foram encontradas quando analisamos 0s parametros
sanguineos de ratos em trabalhos ja publicados, principalmente nos casos de animais de
outro pais. Na tentativa de solucionar tais diferencas todos os 24 animais dos 4 diferentes
grupos controle foram usados para criar uma tabela de valores de referéncia com um
intervalo de confianca de 95% (Tabela 9). Cada grupo tratado e seu correspondente grupo
controle foi analisado nos tempos 2, 6, 12 e 24 horas. A tabela 9 foi usada para comprovar
que todos os valores encontrados nos grupos controle ficaram dentro dos parametros de

referéncia normal.
2- Acao do veneno de B.jararacussu nos parametros sanguineos

Houve reducdo significativa do nimero de eritrocitos nos tempos de 6, 12 e
24 horas (Tabela 10 e Figura 17). A hemoglobina foi reduzida no tempo de 12 horas
(Tabela 10 e Figura 18), e o hematocrito diminuiu com os tempos de 12 e 24 horas
(Tabela 10 e Figura 19).

Houve diferenca estatistica para o nimero de plaquetas (Tabela 10 e Figura
20) e concentracdo de proteinas plasmaticas totais (PPT), conforme Tabela lie Figura
24, quando comparados com os respectivos controles em todos os tempos avaliados.

Encontramos aumento para o volume corpuscular médio (VCM) e da
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) nos tempos de 12 e 24 horas
(Tabela 10 e Figuras 21 e 22, respectivamente). Entretanto, a hemoglobina corpuscular

média (HCM) sofreu aumento nos tempos de 6, 12 e 24 horas (Tabela 10 e Figura 23).
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O numero total de leucdcitos aumentou significativamente para todos os
tempos avaliados (Tabela 11 e Figura 25). Na contagem diferencial dos globulos brancos
obtivemos aumento do ndmero de neutrofilos nos tempos de 2, 6 e 12 horas (Tabela lie
Figura 26), de linfocitos nos quatro tempos analisados (Tabela 11 e Figura 27), dos
eosinofilos apenas as 24 horas (Tabela 11 e Figura 28), e dos mondcitos apos 2 e 6 horas
da aplicacdo do veneno (Tabela 11 e Figura 29). No tocante as outras células da série
branca como bastdes, basofilos, mielocitos e metamieldcitos ndo houve diferenca

significativa quando comparadas com 0s grupos controle.
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Tabela 9 - Valores sanguineos normais para ratos Wistar

Parametros sanguineos
Eritrocitos (x 106 /mma3)
Hemoglobina (g/dl)
Hematocrito (%)
Plaquetas (x 103 /mma3)
Proteinas totais (g/dl)
VCM (f)

CHCM (%)

HCM (pg)

Leucocitos (x 104)
Mieldcitos (/mma3)
Metamieldcitos (/mmy)
Bastdes (/mma)
Segmentados (x 104 /mmy3)
Linfocitos (x 104 /mma3)
Eosinofilos (/mm3)
Basdfilos (/mma)
Mondcitos (/mma3)

Analise estatistica (n=24) com

Valores de referéncia
4,27 - 8,50
11,9-24,1
30,7 - 48
1,0-3,78
5,08 - 8,24
42,83 - 90,63
31,34 - 56,27
16,91 -50,92
0,17-0,39
0-0
0- 12
0-215
0,026-0,12
0,11-0,29
0-955
0-0
0- 167

intervalo de confianca de 95%.



Tabela 10 - Valores para o eritrograma em ratos Wistar na auséncia (n= 6) e presenca (n=6) do veneno da serpente Bothrops

jararacussu (9,5 mg/kg).

\Tempo 02 horas 06 horas 12 horas

Eritrograma Controle Tratado Controle
Eritrdcitos (x/106/mm3) 4,8 +0,19 45+0,08 650,65
Hemoglobina (g/dl) 222+099 218+109 153+04
Hematdcrito (%) 43+175 40,7061 33%093

Plaquetas (xI03Ymm3) 1,16 £0,07 0,7 £0,08 * 1,87 0,07

VCM (fl) 90,2+024 89,7031 5303 +4,1
CHCM (%) 5194264 536+215 46,4 +0,87
HCM (pg) 469+24 481 +191 246+ 188

Tratado Controle Tratado
340,29 * 62+02 36x+046*
14,9 +1,38 163 +0,9 123+12*

35 +2,28 41,3 +0,88 26 +2,75 *
04+004* 218+0,09 040,06 *
1034 +6,7* 67,06+29 741 +4.8
429+£347 394+194 48,6 +4,98

43632 * 263+14 353+34*

24 horas

Controle
6,4 + 0,64
13 £0,5
358+ 128
3,08 +0,5
58,5 +6,08
36,5 + 1,61

21,2 +1,98

Tratado
29+0,23 *
13,2 £1,12
22 £2,32 *
0,9 +0,07 *
773+59
60,8 +53 *

46,8 +4,8 *

VCM - volume corpuscular médio; CHCM - concentracdo corpuscular média; HCM - hemoglobina corpuscular média. Dados

apresentados por media £ EPM ¢ p < 0,05).



Figura 17 - Namero de eritrocitos (x106/mma3) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops jararacussu.

[ Controle O Tratado

Dados apresentados por média + EPM ¢ p < 0,05).



Figura 18 - Concentracdo da hemoglobina (g/dl) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothropsjararacussu.

O Controle O Tratado

Dados apresentados por média = EPM ¢ p < 0,05).



Figura 19 - Valores do hematdcrito (%) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops jararacussu.

Tempo (horas)

O Controle O Tratado

Dados apresentados por média = EPM ¢ p < 0,05).



Figura 20 - Numero de plaguetas (x105/mma3) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops jararacussu.

Tempo (horas)

m Controle O Tratado

Dados apresentados por média = EPM (* p < 0,05).



Figura 21 - Valores do volume corpuscular medio = VCM (fl) na auséncia (n=6) e presenga (n=6) do veneno de Bothrops

jararacussu.

O Controle O Tratado

Dados apresentados por média + EPM (* p < 0,05).
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Figura 22 - Valores da concentracdo de hemoglobina corpuscular média = CHCM (%) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno

de Bothropsjararacussu.

m Controle O Tratado

Dados apresentados por média = EPM (* p < 0,05).



Figura 23 - Valores da hemoglobina corpuscular média - HCM (pg) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops

jararacussu.

O Controle O Tratado

Dados apresentados por média £ EPM (* p < 0,05).
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Tabela 11 - Dosagem das proteinas plasmaticas totais e valores para o leucograma em ratos Wistar na auséncia (n= 6) e presenca

(n=6) do veneno da serpente Bothropsjararacussu (9,5 mg/kg).

Tempo 02 horas 06 horas 12 horas 24 horas
Leucograma Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado
PPT (g/dl) 78+023 63+052* 658+032 45+£024* 566+022 44+019* 552+009 4,2+0,06*

Leucocitos (x/104/mm3) 0,33 +0,01 0,88+0,04* 028+003 089+004* 029+002 0,74+0,01 * 022+0,04 0,62+0,05
Neutrofilos (x/104/mm3) 0,09 + 0,008 0,41 £0,05 * 0,06 + 0,007 0,42 +0,03 * 0,07 +0,014 0,32+0,06 * 0,05+0,012 0,11 +0,03
Linfocitos (x/104/mm3) 0,23 +0,02 043 +0,04* 0721 +0,03 044004 * 021 +0,02 0,40+0,09* 0,15+0,02 0,48 +0,05
Eosindfilos (x102/mm3) 0,23 £0,11 1,09 +0,54 0,27 0,10 0,75+0,27 025+0,09 0,29+0,15 0,49+0724 2,115 0,57

Monacitos (x/10 /mm ) 053 +0,20 2,82+048* 055+0,14 130+0,27* 115+0,34 124+0,46 0,66+0,14 1,05+0,23

PPT - Proteinas plasmaticas totais. Dados apresentados por média + EPM ¢ p < 0,05).
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Figura 24 - Concentracdo das proteinas plasmaticas totais (g/dl) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops

jararacussu.

Tempo (horas)

O Controle O Tratado

Dados apresentados por média = EPM (* p < 0,05).
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Figura 25 - Numero total de leucdcitos (xIO4/mm3) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothropsjararacussu.

Leucdcitos (xI04)

U Controle O Tratado

Dados apresentados por média = EPM (* p < 0,05).
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Figura 26 - Numero de neutrofilos (xIO4/mm3) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothropsjararacussu.

Neutrofilos (xIO /mm )

O Controle O Tratado

Dados apresentados por média = EPM (* p < 0,05).

Q0



Figura 27 - Numero de linfocitos (x104/mm3) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothropsjararacussu.

O Controle O Tratado

Dados apresentados por média + EPM (* p < 0,05).






Figura 29 - Nimero de mondcitos (xIO*/mm®) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothropsjararacussu.

[ Controle O Tratado

Dados apresentados por média = EPM (* p < 0,05).
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Parte 3 - Perfusao renal

1- Avaliacao dos grupos controle

Foram realizados seis experimentos controle para avaliacdo dos parametros
funcionais renais sob influéncia apenas da solucdo perfusora de Krebs-Henseleit
modificada, e para posterior comparagdo com 0s grupos tratados com veneno de Bothrops
jararacussu. Todos os parametros mantiveram-se estaveis durante os 120 minutos de

experimento (Tabelas 12, 13 e 14).
2- Efeito do veneno de Bothropsjararacussu

Doses do veneno liofilizado nas quantidades de 0,3 1 e 3 mg, diluidas em
Iml de &gua destilada, foram adicionadas ao sistema com I00ml de solucdo perfusora
apos os trinta minutos iniciais de experimento. Intensas alteracfes da funcdo renal foram
observadas ap0s a aplicacdo do veneno, (tabelas 15 a 28).

Uma vez comparados o grupo controle e os tratados, a pressao de perfuséo e
a resisténcia vascular renal apresentaram queda significativa aos 90 e 120 minutos de
experimento para todos os grupos avaliados. Quando analisamos apenas 0s animais
tratados, obtivemos diferencas estatisticas aos 90 minutos entre os grupos com 3 e 10pg e
entre 10 e 30pg para o parametro pressdo de perfusdo. Aos 120 minutos, a pressdo de
perfusdo dos grupos tratados foi estatisticamente diferente entre 0os grupos com 3pg e
30pg e entre 10pg e 30pg. No parametro resisténcia vascular renal, todos 0s grupos com
veneno foram diferentes entre si aos 120 minutos (Tabelas 15 e 16 e Figuras 30 e 31).

O fluxo urinario aumentou intensamente aos 120 minutos com 10 e 30pg,

guando comparamos 0 grupo controle com os tratados. Quando analisamos apenas 0s

86



grupos tratados, encontramos diferencas estatisticas entre 3 e 30pg aos 90 minutos. Aos
120 minutos, todos os grupos foram diferentes entre si (Tabela 17 e Figura 32).

O ritmo de filtragdo glomerular foi reduzido em relacdo ao grupo controle,
aos 60 minutos em 10 e 30pg. Contudo, aos 120 minutos ndo observamos diferenca
estatistica para 10pg , porém houve aumento com 30pg. Na comparacdo dos grupos de
veneno entre si, houve diferengca aos 120 minutos entre 3 e 30gg e ainda entre 10 e 30pg
(Tabela 18 e Figura 33).

Apds comparacdo com 0 grupo controle obtivemos queda significativa para
0 percentual de transporte tubular de sédio (%TNa ) nos tempos de 90 e 120 minutos
(Tabela 19 e Figura 34) e reducédo do percentual de transporte de potassio (%TK7) aos 120
minutos em todos 0s grupos tratados. Porém, para o segundo parametro, obtivemos queda
entre 10 e 30gg aos 60 minutos (Tabela 20 e Figura 35). Houve diminuicdo do percentual
de transporte de cloro (%TCF) em todas as doses empregadas nos tempos de 90 e 120
minutos (Tabela 21 e Figura 36). Constatamos diferencas estatisticas entre os grupos
tratados para o percentual de transporte de potassio (%TK~), aos 60 minutos, entre 3pg e
IOpg e ainda entre 3pg e 30pg (Tabela 20 e Figura 35). Os grupos tratados para o
percentual de transporte de cloro (%TC1) foram diferentes estatisticamente, aos 120
minutos, entre 3pg e I0Opg e entre 3pg e 30pg (Tabela 21 e Figura 36).

Todos os grupos tratados foram reduzidos em relagdo ao grupo controle aos
120 minutos para o percentual de transporte proximal de sddio (%pTNa+t), contudo, com
30pg essa reducdo foi iniciada aos 90 minutos (Tabela 22 e Figura 37). O percentual de
transporte proximal de potassio (%pTIC) caiu aos 120 minutos nas trés doses e ainda aos
60 minutos com 30pg (Tabela 23 e Figura 38). No percentual de transporte proximal de

cloro (%pTCF) houve queda aos 120 minutos para todas as doses, porém com 30pg



veneno esta queda iniciou-se aos 90 minutos (Tabela 24 e Figura 39). Durante analise dos
grupos tratados entre si, observamos diferencas estatisticas aos 60 minutos para 0
percentual de transporte proximal de potassio (%pTK~) entre 3gg e 30ug e entre 3gg e
I0gg. Aos 120 minutos essa diferenca foi entre 3pg e 30pg (tabela 23 e Figura 38). O
percentual de transporte proximal de cloro (%pTCF) apresentou diferenca aos 120
minutos nos grupos tratados entre os grupos de 3pg e 10gg e entre 3gg e 30gg (Tabela 24
e Figura 39).

Houve aumento da excrecdo de sodio (ENa~), potassio (EK") e cloro (ECF)
no tempo de 120 minutos somente para os grupos de 10gg e 30gg, quando comparamos
0s grupos tratados ao grupo controle. Os grupos tratados foram todos diferentes entre si,
aos 120 minutos, para os trés parametros. (Tabelas 25, 26 e 27 e Figuras 40, 41 e 42). Para
0 sodio excretado (ENaQ e cloro excretado (ECF) houve ainda diferencga entre os grupos
de 3pg e 30gg no tempo de 90 minutos (Tabela 25 e Figura 41).

Para o parametro clearance osmotico encontramos diferenca estatistica entre
0 grupo controle e os grupos tratados, aos 120 minutos de perfusdo, nos grupos de 10pg e
30pg. Quando comparamos os trés grupos tratados, todos foram diferentes entre si aos
120 minutos (Tabela 28 e Figura 43).

A analise microscopica dos rins perfundidos mostrou presenca de material
protéico nos glomérulos nos grupos de 10 e 30 gg de veneno, com maior intensidade no
grupo de maior concentracdo. A presenca de material protéico nos tubulos surgiu ja com o
grupo de 3pg aumentando de intensidade com o0 aumento da concentracdo do veneno. De
acordo com estes resultados podemos afirmar que os achados histopatolégicos seguiram

I6gica dose-dependente. Os resultados histoldgicos estdo nas fotos em anexo.

88



Tabela 12 - Parametros renais apos perfusdo com solucdo de Krebs-Henseleit contendo 6%. albumina bovina (n=6).

Tempo (min) PP RVR FU RFG
30 118,13 £ 1,39 4,66 £ 0,22 0,18 +0,02 0,78 0,10
60 120,35 + 1,77 4,73 £ 0,22 0,21 +0,02 0,76 +0,06
90 117,51 £ 1,77 4,99 + 0,62 0,21 +0,02 0,78 + 0,09
120 113,54 £3,03 5,30 + 0,60 0,20 + 0,02 0,74 + 0,07

Dados apresentados por média + EPM i< 0,05).

PP = pressdo de perfusdo; RVR = resisténcia vascular renal; FU = fluxo renal; RFG = ritmo de filtracdo glomerular.
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AD



Tabela 13 - Parametros renais apds perfusdo com solucdo de Krebs-Henseleit contendo 6%. albumina bovina (n=6).

Tempo (min)

30

60

90

120

%TNa

82,53 + 1,94

82,20 + 1,62

81,71 + 1,89

81,30 + 1,26

%TK+

71,40 £3,05

72,80 + 3,06

74,41 +3,82

74,78 + 3,84

Dados apresentados por média + EPM < 0,05).

%TNa = percentual de transporte de sodio; %TI< = percentual de transporte de potassio; %TC1' = percentual de transporte de

cloro; %pTNa = percentual de transporte proximal de sddio; %pTK = percentual de transporte proximal de potassio; %pTCE =

percentual de transporte proximal de cloro.

Y%tcp

79,52 + 1,54

79,21 + 1,38

78,47 + 197

76,97 + 1,57

%pTNat

81,03 +2,67

79,22 + 2,58

78,47 =293

79,24 + 3,90

%pTK

69,89 +3,56

69,84 + 3,89

71,17 +4,80

72,73 £5,99

%PTcr

78,53 + 1,98

77,19+2,10

76,19 +2,60

74,02 + 2,23



Tabela 14 - Parametros renais apds perfusdao com solucdo de Krebs-Henseleit contendo 6%. albumina bovina (n=6).

Tempo (min)

30

60

90

120

Dados apresentados por média £+ EPM p< 0,05).

ENat = sodio excretado; EK+ = potassio excretado; ECF = cloro excretado; Cosm = clearance osmético.

ENa

17,26 + 1,23

18,41 + 1,18

19,45 + 1,07

19,10 + 1,17

EKt+

0,91 0,11

1,05 0,10

0,92 + 0,08

0,91 +0,11

ECF

19,60 +2,60

20,05 = 2,35

20,64 + 2,59

22,72 + 3,96

Cosm.

0,15 +0,008

0,16 +0,02

0,16 +0,003

0,13 +0,005



Tabela 15 - Avaliacdo da pressdo de perfusdo (PP) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de

concentracOes de 3, 10 e 30 pg/ml.

Tempo (min) Controle
30 118,13 + 1,18
60 120,35 +0,44
90 117,51 £0,50
120 113,54 £0,72

Dados apresentados por média £ EPM (p< 0,05).
* = diferenca estatistica entre grupos controle e tratados

a = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 30pg

Veneno (3 pg)

110,55 + 0,89

90,38 + 7,70

65,99 +2,10 ¥

63,47 0,70 f

Veneno (10 pg)

110,70 £3,51

93,64 +4,80

7831 + 2,60 ¢ b)

61,92 +3,08

Bothrops jararacussu nas

Veneno (30 pg)

109,51 +4,17

79,29 + 16,04

58,00 + 1,44 ¢ )

46,23 £ 2,70 ¢ ac)

b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg

¢ = diferenca estatistica entre grupos de 10pg e 30pg



Figura 30 - Pressdo de perfusdo (mmHg) em rim isolado de ratos Wistar na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops

jararacussu nas concentragdes de 3pg, 10pg e 30pg/ml.

O Controle O Veneno 3 ug JVeneno 10 ug O Veneno 30 ug

Dados apresentados por média =+ EPM (p< 0,05). * = diferenca estatistica entre grupos controle e tratado; a = diferenca estatistica
entre grupos de 3pg e 30pg; b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg; ¢ = diferenca estatistica entre grupos de 10pg e

30pg.
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Tabela 16 - Avaliacdo da resisténcia vascular renal (RVR) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops jararacussu nas

concentracOes de 3, 10 e 30 pg/ml.

Tempo (min) Controle Veneno (3 pg) Veneno (10 pg) Veneno (30 pg)
30 4,66 + 0,057 4,86 + 0,063 4,33 + 0,03 4,52 £0,17
60 4,73 £ 0,028 3,90 + 0,32 3,66 +0,18 3,23 + 0,66
90 4,99 + 0,28 2,88 £0,09 (¥ 3,04 £0,12 F 2,33 £0,05 ¥
120 5,30 +0,07 2,76 £0,02 ¥ 2,30 20,11 ¢ b) 1,84+0,10 ¢ ac)

Dados apresentados por média £ EPM (p< 0,05).
* = diferenca estatistica entre grupos controle e tratados b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg

a = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 30pg ¢ = diferenca estatistica entre grupos de 10pg e 30pg






Tabela 17 - Avaliacdo cio fluxo urinario (FU) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops jararacussu nas

concentracOes de 3, 10 e 30 pg/ml.

Tempo (min) Controle Veneno (3 pg) Veneno (10 pg) Veneno (30 pg)
30 0,17 £0,013 0,22 +0,01 0,17 +0,008 0,18 +0,03
60 0,20 + 0,008 0,13 +0,03 0,07 £ 0,05 0,07 £ 0,03
90 0,21 0,0 0,11 +0,01 0,14 +0,04 0,37 £0,12 (a)
120 0,20 + 0,03 0,14 +0,01 0,37 £0,04 ¢ b) 0,81 £0,04 ¢ ac)

Dados apresentados por média £ EPM (p< 0,05).
* = diferenca estatistica entre grupos controle e tratados b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e | Opg

a = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 30pg ¢ = diferenca estatistica entre grupos de 10pg e 30pg



Figura 32 - Fluxo urinario (ml.g’l.minl) em rim isolado de ratos Wistar na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops

jararacussu nas concentrag@es de 3pg, 10ug e 30pg/ml

O Controle OVeneno 3 pg 0Veneno 10 gg Veneno 30 gg

Dados apresentados por média £ EPM (p< 0,05). * = diferenca estatistica entre grupos controle e tratado; a = diferenca estatistica
entre grupos de 3pg e 30pg; b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e I0pg; ¢ = diferenca estatistica entre grupos de 10pg e

30pg.
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Tabela 18 - Avaliacdo do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothropsjararacussu

nas concentragoes de 3, 10 e 30 pg/ml.

Tempo (min) Controle
30 0,78 + 0,040
60 0,75 + 0,008
90 0,78 + 0,049
120 0,74 £ 0,020

Dados apresentados por média £+ EPM (p< 0,05).
* = diferenca estatistica entre grupos controle e tratados

a = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 30pg

Veneno (3 pg) Veneno (10 pg) Veneno (30 pg)
1,28 +0,096 1,05 £0,126 1,10 +0,072
0,63 +0,163 0,25 +0,182 ¥ 0,23 £0,131 ¥
0,46 + 0,023 0,39 £0,101 0,99 £ 0,226
0,52 + 0,065 0,83 £ 0,095 1,98 £ 0,057 ¢ ac)

b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg

¢ = diferenca estatistica entre grupos de 10pg e 30pg



Figura 33 - Ritmo de filtracdo glomerular (ml.g’l.minl) em rim isolado de ratos Wistar na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno

de Bothropsjararacussu nas concentragdes de 3pg, 1Opg e 30pg/ml.

Tempo (min)

1 Controle JVeneno 3 pg 1 Veneno 10 pg 1 Veneno 30 pg

Dados apresentados por média + EPM (p< 0,05). * = diferenca estatistica entre grupos controle e tratado; a = diferenga estatistica

entre grupos de 3pg e 30pg; ¢ = diferenca estatistica entre grupos de 10pg e 30pg.



Tabela 19 - Avaliacdo percentual de transporte de sédio (%TNat) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops

jararacussu nas concentracOes de 3, 10 e 30 pg/ml.

Tempo (min) Controle Veneno (3 pg)
30 82,53 +0,10 82,13+ 10
60 82,20 = 0,46 76,58 £ 131
90 81,71 +0,55 62,20 £ 3,84
120 81,30 +0,03 58,79 + 249 ¥

Dados apresentados por média = EPM ¢ p<0,05).

* = diferenca estatistica entre grupos controle e tratados

Veneno (10 pg) Veneno (30 pg)
85,09 £ 0,53 85,03 + 0,48
64,20 +2,81 65,06 * 6,99

61,70 +2,50 ¥ 61,49 + 5,0

54,49 + 0,95 ¥ 53,41 + 1,62 }



Figura 34 - Percentual de transporte tubular de sodio (%TNa ) em rim isolado de ratos Wistar na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do

veneno de Bothropsjararacussu nas concentragdes de 3pg, 10pg e 30pg.

%TNa+

1 Controle JVeneno 3 ug 1Veneno 10 ug m Veneno 30 ug

Dados apresentados por média = EPM (p< 0,05). * = diferenca estatistica entre grupos controle e tratado.



Tabela 20 - Avaliagdo percentual de transporte de potassio (%TK+) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops

jararacussu nas concentragoes de 3, 10 e 30 pg/ml.

Tempo (min) Controle
30 71,40 +0,46
60 72,80 £0,91
90 74,41 £0,97
120 74,78 £0,14

Dados apresentados por média = EPM (p< 0,05).
* = diferencga estatistica entre grupos controle e tratados

a = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 30pg

Veneno (3 pg)

73,90 + 1,24

70,79 £ 0,56

61,17 3,35

58,73 + 2,45 f

b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg

Veneno (10 pg)

72,34 + 2,47

51,37+ 1,96 ¢ b)

61,07 £2,70

53,13 +0,86

Veneno (30 pg)

62,05 + 2,97

50,09 +6,61 ¢ a)

60,59 +5,14

52,14 + 1,89 f



Figura 35 - Percentual de transporte tubular de potassio (%TK+) em rim isolado de ratos Wistar na auséncia (n=6) e presenca (n=6)

do veneno de Bothropsjararacussu nas concentracdes de 3gg, 10gg e 30gg/ml.

[ Controle 0 Veneno 3 gg JVeneno 10 gg 1Veneno 30 gg

Dados apresentados por média £ EPM (p< 0,05). * = diferenca estatistica entre grupos controle e tratado; a = diferenca estatistica

entre grupos de 3gg e 30gg; b = diferenca estatistica entre grupos de 3gg e 10gg.



Tabela 21 - Avaliacdo percentual de transporte de cloro (%TCT) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops

jararacussu nas concentracdes de 3, 10 e 30 pg/ml.

Tempo (min) Controle Veneno (3 pg) Veneno (10 pg) Veneno (30 pg)
30 79,52 £0,18 79,54 + 1,58 81,24 + 1,05 82,91 +0,60
60 79,21 +0,54 72,87 £ 1,70 58,58 +3,82 60,35 + 7,90
90 78,47 0,81 62,62 £2,90 ¥ 61, P2+2,10( 59,96 +4,85 ¥
120 77,10 0,29 61,29 £2,90 ¥ 52,26 + 10¢ b) 4945 + 140 ¢ a)

Dados apresentados por média + EPM (p< 0,05).
* = diferenca estatistica entre grupos controle e tratados b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg

a = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 30pg



Figura 36 - percentual de transporte tubular de cloro (% TCE) em rim isolado de ratos Wistar na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do

veneno de Bothropsjararacussu nas concentragcoes de 3pg, I0ug e 30pg/ml.

0 Controle JVeneno 3 pg 1Veneno 10 pg 1 Veneno 30 pg

Dados apresentados por média £ EPM (p< 0,05). * = diferenca estatistica entre grupos controle e tratado; a = diferenca estatistica

entre grupos de 3pg e 30gg; b = diferenga estatistica entre grupos de 3pg e 10pg.



Tabela 22 - Avaliacdo percentual de transporte proximal de sédio (%pTNat) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de

Bothropsjararacussu nas concentragdes de 3, 10 e 30 pg/ml.

Tempo (min)

30

60

90

120

Dados apresentados por média + EPM ¢ p< 0,05).

* = diferencga estatistica entre grupos controle e tratados

Controle

81,03 +0,24

79,22 +£0,85

78,47 + 0,62

79,24 £ 1,95

Veneno (3 pg)

82,54 + 1,12

77,48 + 0,80

64,92 + 3,40

61,02 2,05 ¥

Veneno (10 pg)

84,20 + 0,53

64,28 + 1,49

63,66 + 1,68

57,14 + 147§

Veneno (30 pg)

83,85 + 0,48

65,14 +6,30

60,41 +5,50 f

52,69 + 1,85 f



Figura 37 - percentual de transporte proximal de sédio (%pTNa ) em rim isolado de ratos Wistar na auséncia (n=6) e presenca (n=6)

do veneno de Bothropsjararacussu nas concentracdes de 3pg, 10pg e 30pg/ml.

m Controle O Veneno 3 pg O Veneno 10 pg 1 Veneno 30 pg

Dados apresentados por média £ EPM (p< 0,05). * = diferenca estatistica entre grupos controle e tratado.



Tabela 23 -Avaliacdo percentual de transporte proximal de potassio (%pTK ) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de

Bothropsjararacussu nas concentragdes de 3, 10 e 30 pg/ml.

Tempo (min) Controle Veneno (3 pg) Veneno (10 pg) Veneno (30 pg)
30 69,89 + 0,24 7431 £ 10 71,44 £2,40 60,87 +2,99
60 69,84 + 1,32 71,68 +0,74 51,46 £2,70 (b) 50,17 + 7,30 ¢ a)
90 71,17 £0,97 63,91 £2,90 63,02 + 1,99 59,52 + 5,70
120 72,73 + 1,87 60,96 + 1,98 55,79 + 1,38 f 51,41 +2,11 ¢ a)

Dados apresentados por média £ EPM (p< 0,05).
* = diferencga estatistica entre grupos controle e tratados b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg

a = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 30pg



Figura 38 - Percentual de transporte proximal de potassio (%pTK+) em rim isolado de ratos Wistar na auséncia (n=6) e presenca

(n=6) do veneno de Bothropsjararacussu nas concentragdes de 3ug, 10pg e 30ug/ml.

m Controle O Veneno 3ug O Veneno 10 pg O Veneno 30 pg

Dados apresentados por média + EPM (p< 0,05). * = diferenca estatistica entre grupos controle e tratado; a = diferenca estatistica

entre grupos de 3pg e 30pg; b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg.



Tabela 24 - Avaliagdo percentual de transporte proximal de cloro (%pTCf) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de

Bothropsjararacussu nas concentracoes de 3, 10 e 30 pg/ml.

Tempo (min) Controle Veneno (3 pg) Veneno (10 pg) Veneno (30 pg)
30 78,53 £ 0,42 79,94 + 164 80,35+ 1,0 81,74 £0,55
60 77,19 £0,93 73,76 =+ 1,46 58,66 +2,60 60,42 £ 7,29
90 76,19 + 1,01 65,36 +2,57 62, 98 + 1,48 58,89 +5,42
120 74,02 £0,17 63,52 £ 2,26 f 5491 + 156 ¢ b) 48,72 £ 1,62 ¢ a)

Dados apresentados por média + EPM (p< 0,05).
* = diferenca estatistica entre grupos controle e tratados b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg

a = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 30pg



Figura 39 - percentual de transporte proximal de cloro (%pTCI) em rim isolado de ratos Wistar na auséncia (n=6) e presencga (n=6)

do veneno de Bothropsjararacussu nas concentracdes de 3pg, 10pg e 30ug/ml.

m Controle JVeneno 3 gg O Veneno 10 jug JVeneno 30 pg

Dados apresentados por média £ EPM (p< 0,05). * = diferenca estatistica entre grupos controle e tratado; a = diferenca estatistica

entre grupos de 3pg e 30pg; b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg.



Tabela 25 - Avaliacdo sodio excretado (ENa ) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops jararacussu nas

concentracOes de 3, 10 e 30 pg/ml.

Tempo (min) Controle Veneno (3 pg) Veneno (10 pg) Veneno (30 pg)
30 21,86 + 1,15 26,61 + 157 23,62+ 10 22,89 + 0,53
60 23,75 £ 0,77 15,25 +4,40 10,34 £7,10 8,81 +3,2
90 24,5 £ 0,27 14,07 £0,75 20,08 + 5,93 51,58 + 13,70 (a)
120 19,4 £0,75 18,11 + 1,96 5242 +6,0°¢€ b) 11435+ 7,10 ¢ ac)

Dados apresentados por média + EPM (p< 0,05).
* = diferencga estatistica entre grupos controle e datados b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg

a = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 30pg ¢ = diferenca estatistica entre grupos de 10pg e 30pg



Figura 40 - Sddio excretado = ENat (pEg.g”.mmLl) em rim isolado de ratos Wistar na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de

Bothropsjararacussu nas concentracdes de 3pg, 10pg e 30pg/ml.

m Controle O Veneno 3 pg O Veneno 10 pg O Veneno 30 pg

Dados apresentados por média £ EPM (p< 0,05). * = diferenca estatistica entre grupos controle e tratado; a = diferenca estatistica

entre grupos de 3pg e 30pg; b = diferenga estatistica entre grupos de 3pg e 10pg; ¢ = diferenca estatistica entre grupos de 10pg e



Tabela 26 - Avaliacdo potéssio excretado (EK) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops jararacussu nas

concentracOes de 3, 10 e 30 pg/ml.

Tempo (min) Controle Veneno (3 pg) Veneno (10 pg) Veneno (30 pg)
30 1,28 +0,018 1,36 +0,069 1,31 £0,029 1,28 +£0,03
60 1,35 0,03 0,78 £ 0,22 0,50 + 0,37 0,62 +0/4
90 1,16 0,008 0,59 + 0,02 0,71 0,21 1,85 +0,48
120 0,98 + 0,04 0,74 £ 0,08 1,84 £0,20 ¢ b) 4,16 + 0,26 ¢ ac)

Dados apresentados por média + EPM (p< 0,05).
* = diferenca estatistica entre grupos controle e tratados b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg

a = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 30pg ¢ = diferenca estatistica entre grupos de 10pg e 30pg



Figura 41 - Potassio excretado = EK (pEg.g™.mm!) em rim isolado de ratos Wistar na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno

de Bothropsjararacussu nas concentragdes de 3pg, 10pg e 30pg/ml.

m Controle JVeneno 3 pg OVeneno 10 pg 0 Veneno 30 pg

Dados apresentados por média £ EPM (p< 0,05). * = diferenca estatistica entre grupos controle e tratado; a = diferenca estatistica

entre grupos de 3pg e 30pg; b = diferenga estatistica entre grupos de 3pg e 10pg; ¢ = diferenca estatistica entre grupos de 10pg e

30pg



Tabela 27 - Avaliacdo cloro excretado (ECf) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops jararacussu nas

concentracGes de 3, 10 e 30 pg/ml.

Tempo (min) Controle Veneno (3 pg) Veneno (10 pg) Veneno (30 pg)
30 19,60 + 1,72 23,99 + 1,27 23,36 + 1,18 24,57 + 0,83
60 20,05 + 1,39 13,00 +4,24 9,91 +6,7 8,93 + 3,68
90 20,64 +2,14 9,34 +0,41 17,27 +4,98 46,23 + 11,40
120 22,72 £ 152 13,32 £ 1,65 46,35 +5,03 ¢ b) 104,37 £5,93 t ac)

Dados apresentados por média £+ EPM (p< 0,05).
* = diferenca estatistica entre grupos controle e tratados b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg

a = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 30pg ¢ = diferenca estatistica entre grupos de 10pg e 30ug



Figura 42 - Cloro excretado = ECL' (pEg.g”.minl) em rim isolado de ratos Wistar na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de

Bothropsjararacussu nas concentragdes de 3pg, 10ug e 30pg/ml.

m Controle JVeneno 3 pg 0Veneno 10 pg O Veneno 30 pg

Dados apresentados por média £ EPM (p< 0,05). * = diferenca estatistica entre grupos controle e tratado; a = diferenca estatistica

entre grupos de 3pg e 30pg; b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg; ¢ = diferenca estatistica entre grupos de 10pg e

30pg.



Tabela 28 - Avaliacdo do Clearance osmético (Cosm) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno de Bothrops jararacussu nas

concentracOes de 3, 10 e 30 pg/ml.

Tempo (min) Controle
30 0,15 +0,008
60 0,16 +0,02
90 0,16 +0,003
120 0,13 +0,0057

Dados apresentados por média £ EPM (p< 0,05).
* = diferenca estatistica entre grupos controle e tratados

a = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 30pg

00

Veneno (3 pg) Veneno (10 pg) Veneno (30 pg)
016 +0,003 0,17 £0,01 0,17 0,005
0,11 +0,02 0,07 + 0,05 0,07 £ 0,03
0,11 +£0,007 0,17 £0,05 0,36 £ 0,08
0,15 +0,018 0,39 £0,05 ¢t b) 0,79+0,05 ¢ ac)

b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg

¢ = diferenca estatistica entre grupos de 10pg e 30pg



Figura 43 - Clearance osmotico - Cosm (ml.g'l.min *) em rim isolado de ratos Wistar na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno

de Bothropsjararacussu nas concentragdes de 3pg, 10pg e 30pg/ml.

m Controle JVeneno 3 pg JVeneno 10 pg 0 Veneno 30 pg

Dados apresentados por média = EPM (p< 0,05). * = diferenca estatistica entre grupos controle e tratado; a = diferenca estatistica
entre grupos de 3pg e 30pg; b = diferenca estatistica entre grupos de 3pg e 10pg; ¢ = diferenca estatistica entre grupos de 10pg e

30pg.



Discussao

Inimeros trabalhos foram realizados na tentativa de buscar um método ideal
para a padronizacdo da poténcia toxica dos venenos ofidicos. Muitas variaveis interferiam
nos modelos. Inicialmente a variavel animal experimental foi resolvida com o uso de
camundongos, substituindo pombos. Os primeiros apresentavam melhores condigdes a
criacdo e melhores resultados diante da falta de reprodutibilidade dos testes com pombos
(Furlanetto et al., 1973).

Outra varidvel que interferiu na determinacdo da DL50 dos venenos de
serpentes foi a via de administracdo. Enquanto a via endovenosa causava mortes, apos 10
minutos da aplicacdo, impossibilitando o célculo, a via subcuténea resultava em valores
de toxicidade muito baixos e amplas variagdes dos valores (Schottler, 1954 e 1955/56).
Este problema foi resolvido quando Silles-Villarroel et al. em 1978/79 demonstrou a
eficiéncia do emprego da via intraperitoneal em camundongos para a titulacdo da
toxicidade dos venenos.

No nosso trabalho, usamos para a determinacdo da DL50 a aplicacdo
intraperitoneal, mas escolhemos ratos Wistar como animais experimentais. Essa decisdo
foi tomada em virtude da utilizacdo desta espécie em todas as outras metodologias que se
seguiriam ap6s a determinacdo da DL50. Esperdvamos com isso diminuir erros
dependentes da variabilidade interespecifica.

Variagbes quantitativas e qualitativas dos componentes dos venenos
ocorrem em serpentes do mesmo género, porém oriundas de regides geograficas

diferentes. (Glen et al., 1983; Aragon e Gubensek, 1981). De acordo com Taylor (1940),
120



fatores climaticos, sazonais, alimentares, sexuais e genéticos influenciam na composicao
da excrecdo glandular dos venenos.

Constatamos em diversos trabalhos (Siles-Villarroel et al., 1978/79; Perrone
etal., 1989; Furtado et al., 1991; Dos-Santos et al., 1992) diferentes valores da DL50 para
0 veneno de Bothrops jararacussu. Todos utilizaram a via intraperitoneal e camundongos
como animais experimentais, e, na sua grande maioria, a metodologia dos probitos.
Diante de tais afirmativas, nos propusemos a determinar a DL50 do veneno por nos
adquirido e a usar o mesmo animal em todos 0s experimentos.

Durante os procedimentos para a obtencdo da DL50 constatamos, na
primeira hora de observacdo, além da hipocinesia uma ptose palpebral bilateral. Apos 24
horas, quando ndo vinham a 0bito, estes sinais clinicos desapareciam. A ptose palpebral
nos chamou atencdo principalmente por ser este um sinal comum aos envenenamentos
com cascavéis, veneno tipicamente neurotdxico e miotoxico (Soerensen, 1990).

Schottler em 1955/56 analisou aplicagOes parenterais em camundongos por
diversos venenos ofidicos, e relatou que apds a administracdo por via subcutanea do
veneno de Bothrops jararacussu, 10% dos animais sobreviventes apresentaram um
quadro de exoftalmia. Este processo ap0s 24 horas apresentava grandes proporcdes. Em
alguns dias, o globo ocular estava necrosado e ainda foi observado hiperemia do nervo
optico. A dose utilizada quando do surgimento destes sinais ndo foi relatada.

Apesar de nenhum animal por nés manipulado ter apresentado sinais de
exoftalmia em 24 horas apds a aplicacdo do veneno em questdo, a ptose palpebral poderia
ser um indicio importante de acdo miotdxica. Sugerimos que esta acdo presente no

envenenamento crotalico (Soerensen, 1990), assim como no envenenamento por B.
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jararacussu (Homsi-Brandeburgo et al., 1988) tenha causado o quadro de exoftalmia
seguida de necrose, e que a ptose palpebral poderia ser um indicio do surgimento desta
exoftalmia.

A DL50 obtida em nosso trabalho foi de 9,5 + 0,44mg/kg. Este valor
corresponde a uma baixa toxicidade quando comparada com outros venenos ofidicos. Esta
afirmativa pode ser assegurada a partir dos relatos feitos por Dos Santos et al. (1992),
quando mostraram que 0 veneno de B. jararacussu era um imunogeno fraco. Furtado et.
al. (1991), estudando a agdo das atividades bioquimicas e farmacoldgicas de sete venenos
botrépicos e um veneno crotalico, observou que o veneno de B. jararacussu apresentava
baixas quantidades de proteina por miligrama de veneno, reduzida atividade caseinolitica,
e ainda alta dose minima coagulante sobre fibrinogénio (menor quantidade de veneno que
coagula uma solugdo de fibrinogénio bovino com 2g/litro); e uma alta dose minima
hemorragica (menor quantidade de veneno, em pg, que, quando injetado intradérmico
produz uma lesdo hemorragica de 10mm de didmetro ap6s 24 horas da aplicagdo),
necrosante (menor quantidade de veneno, em pg, que, quando injetado intradérmico
produz ap6s 3 dias uma lesdo necrosante caracteristica) e edematogénica (menor
quantidade de veneno que induz 30% do aumento maximo da espessura da pata injetada),
quando comparadas aos outros sete venenos.

Sanchez et al. (1992) calculando a DL50 em aplicacdo endovenosa observou
que 0 veneno de jararacucu foi tdo toxico quanto os venenos crotélicos, tambeém
administrados pela mesma via. E muito diferente dos resultados obtidos para os outros
venenos botrépicos. Porém este trabalho ndo sugeriu nenhuma hipétese diante do fato

observado. Poderiamos sugerir com este fato a hipotese da presenca de um componente
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especifico do veneno de jararacucu, que ndo esteja presente nos outros venenos
botropicos, e que estaria proporcionando um efeito diferencial quando aplicado por via
endovenosa.

Em andlise microscopica, observamos congestao nos rins, pulmdes, cérebro,
coracdo, baco e figado, ou seja, todos os tecidos coletados. No cerebro e figado este
quadro foi preponderante em todas as doses sem contudo apresentarem qualquer outra
alteracgdo.

Cotran et al. (1991a) definiram congestdo ou hiperemia passiva como
resultado de um disturbio da drenagem venosa, que, na forma de processo localizado,
ocorre quando o retomo venoso de uma extremidade é obstruido. Afirma ainda que a
congestdo das redes capilares estd intimamente ligada com o desenvolvimento de edema.
Schottler (1951), estudando a toxicidade de diversos venenos de serpentes sul americanas
através de achados post mortem, afirmou que 0s venenos botropicos provocavam
inicialmente congestdo, que evoluia para o quadro de isquemia. Nada afirmou, porém,
sobre o0 tempo decorrente entre os dois achados.

O processo congestivo nos nossos experimentos foi amplamente distribuido
em diversos oOrgdos. Por conta de sua definicdo, “disturbio da drenagem venosa
possivelmente por obstrugdo dos vasos”, sugerimos que este processo congestivo foi
oriundo de uma coagulacdo intravascular disseminada. Esta Gltima se desenvolve pela
ativacdo dos fatores da coagulacdo, promovendo consumo de fibrinogénio e consequente
formacédo de coagulo de fibrina. A formacdo dos microtrombos pode provocar isquemia

generalizada e morte.
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O disturbio de coagulacdo encontrado nos envenenamentos ofidicos
botrdpicos se desenvolve justamente pela presenca de enzimas que ativam os fatores de
coagulacdo, como a trombina-simile, que age diretamente sobre o fibrinogénio
transformando-o em fibrina, com estrutura bastante instavel. Este processo acaba gerando
um quadro de incoagulabilidade sanguinea por consumo excessivo de fatores coagulativos
(Franga e Fan, 1992). J& foram fracionados do veneno de Bothrops jararacussu duas
enzimas do tipo trombina (Zaganelli et al., 1996; Andrido-Escarso et al., 1997).

Os bacos, além da congestdo, apresentaram hiperplasia de polpa branca.
Amorim et al. (1951) descreveram uma hiperplasia da polpa esplénica em envenenamento
experimental por Bothropsjararaca.

Thomson (1983) definiu hiperplasia como um “aumento no numero de
celulas num tecido ou 6rgdo”. Este aumento no numero de células poderia ocorrer numa
area localizada dentro de um o6rgéo, e resultar num nédulo hiperplasico. Sua ocorréncia
nédo tem explicacdo conhecida. Foi relatada em bacos e pancreas de cées idosos.

Cotran et al. (1991Db), descreveram o quadro de hiperplasia reativa do baco,
que foi associada as alteragcdes esplénicas encontradas em estados inflamatérios crénicos,
antigenemia sistémica, condi¢bes imunologico-inflamatorias, viremias e rejeicdes
cronicas de enxerto.

O quadro de hiperplasia de polpa branca descrito, possivelmente deve estar
relacionado ao quadro descrito por Cotran et al. (1991b), que correlaciona as alteracGes
encontradas com processos inflamatorios. Este processo decorre, talvez, da reagcdo do
organismo aos componentes antigénicos dos venenos. Sano-Martins et al. (1995),

trabalhnando com veneno de Bothrops jararaca, demonstrou intensas alteracdes
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hematoldgicas, como aumento do ndmero de leucdcitos, especialmente neutrdfilos,
indicando quadro inflamatorio. Nossos achados de exudacdo granulocitaria nos rins e
pulmao reforcam tais afirmativas.

O edema intersticial observado nos rins pode ser explicado por duas agdes
presentes nos venenops botropicos. Uma delas seria a agdo coagulante ja descrita, que
promove a formacdo de microtrombos, diminuindo o fluxo sanguineo. A estase sanguinea
associada com o aumento da permeabilidade, causada pela liberacdo de substancias
vasoativas, como histamina e bradicinina, promoveriam o edema.

Presenciamos, nos rins, cilindros proteicos e tumefacdo turva dos tabulos.
Tais achados sdo coerentes com as observagdes de Amorim et al. (1951) apds
envenenamento experimental com Bothrops jararaca, num diagndstico de nefrose
granulo-albuminoide.

Nos nossos experimentos observamos destruicdo da musculatura cardiaca e
0 quadro de broncopneumonia em apenas dois animais distintos. O indicio de destruicdo
miocardica poderia estar relacionado a atividade miotdxica presente neste veneno (Moura
da Silva et al., 1990).

Diante do quadro geral observado, podemos sugerir que o veneno bruto de
Bothrops jararacussu provocou coagulagdo intravascular disseminada associado a
processo inflamatorio e nefrose.

Alteracbes hematoldgicas causadas por animais venenosos tém sido
investigadas desde tempos remotos (Zingali et al., 1990). Estas alteragfes sdo causadas

por uma atividade hemolitica presente nos envenenamentos por serpentes do género
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botropico e crotalico, o qual pode ser explicado por consumo de fibrinogénio, e,
consequentemente, interrupcdo do processo coagulativo.

Durante a coleta de sangue notamos um intenso extravasamento, no
peritbneo, de liquido avermelhado e lesGes escurecidas no local da aplicagdo. Na
manipulacdo dos animais observamos ainda, em alguns casos, a presenca de urina
escurecida. Os animais sobreviventes do grupo de 24 horas, quando sacrificados para
coleta de material para futuras analises histopatoldgicas, ndo demonstraram 0s sinais
acima descritos. Isto pode sugerir uma recuperacdo do quadro gerado pela aplicagcdo do
veneno. Contudo, Barraviera (1991) descreveu que as serpentes Bothrops jararacussu e
Bothrops neuwiedi raramente causam hemorragia sistémica.

Em nossos resultados observamos intensa reducdo no numero de eritrocitos
apartir de 6 horas apds a inoculacdo experimental do veneno de Bothrops jararacussu.
Hemorragias severas ao redor do local da picada sdo caracteristicas do envenenamento
viperideo (Soto et al., 1988). Atividade proteolitica € comumente associada com 0s
fatores hemorragicos (Hagihara et al., 1985). Entretanto, proteinas hemorrégicas livres de
atividade proteolitica ja foram descritas (Ohsaka et al., 1960; Ovadia, 1978). Esta reducéo
do numero de eritrocitos pode estar associada com uma atividade hemolitica, uma
caracteristica comum as serpentes brasileiras (Cadillo et al., 1991), ou ainda em
decorréncia da acdo de proteinas hemorragicas (Kamiguti e Cardoso, 1989).

Atualmente, existem dois mecanismos descritos para o quadro de hemolise
provocado por venenos ofidicos. O mecanismo de hemolise direta é mediado por um
componente especifico dos venenos, o fator litico direto. O outro mecanismo é chamado

hemdlise indireta, quando uma fosfolipase A2 converte a lecitina em lisolecitina. Este
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agente vasoativo seria 0 responsavel pela hemolise. Os dois mecanismos degradam a
membrana do eritrécito e causam a liberacdo de hemoglobina (Cadillo et al., 1991). Em
nossos experimentos a concentracdo de hemoglobina reduziu apenas no grupo de 12
horas. Possivelmente, se houvesse um quadro hemolitico provocado pelo envenenamento
por Bothrops jararacussuesta redugdo seria mais intensa. Em contribuicdo a este achado,
os valores do hematdcrito contrastam com a leve diminuicdo da concentracdo de
hemoglobina quando reduziram nos grupos de 12 e 24 horas. Contudo, os valores
corpusculares médios aumentaram. Se estivesse realmente ocorrendo uma atividade
hemolitica, os valores corpusculares médios deveriam estar diminuindo e ndo
aumentando.

De acordo com Ohsaka (1979), metaloproteases conhecidas por
hemorraginas causam sangramento por acdo direta no endotélio vascular. O mecanismo
de acdo destas proteinas foi esclarecido apo6s fracionamento. As hemorraginas agem
inicialmente na permeabilidade vascular, causando simultaneamente a liberacdo de
eritrocitos e albumina. Em seguida, causam dano nas paredes dos vasos (Kamiguti e
Cardoso, 1989).

Apbs o fracionamento do veneno de Bothrops jararacussu, Homsi-
Brandeburgo et al. (1988) descreveram que este veneno apresenta uma atividade
fosfolipasica A2, assim como uma atividade coagulante, proteolitica e mionecrotica.
Contudo, nenhuma das fracdes apresentou atividade hemorrégica, a qual poderia estar
causando as lesbes descritas acima. Mandelbaum et al. (1976, 1982, 1984), descreveram
que as fracGes do veneno de B. jararacussu diferem substancialmente dos componentes

isolados de outras serpentes brasileiras do género Bothrops, como os encontrados nos
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venenos de Bothrops jararaca e Bothrops neuwiedi. Estes Gltimos causam mionecrose
ap0s massiva hemorragia intramuscular (Queiroz et al., 1984). Quando esta mionecrose
ocorre ap0s a acdo dos fatores hemorrdgicos, ela é secundaria a ruptura da
microcirculacdo local (Ownby et al., 1978). Assegurando tais fatos, Queiroz et al. (1985),
estudando a acdo mionecrdtica do veneno de B. jararacussu, demonstraram que além da
necrose muscular, este veneno causa trombose e necrose das artérias intramusculares.

Todas estas evidéncias sugerem que a reducdo do namero de eritrocitos deve
ser causada por efeito miotoxico, o qual poderia estar provocando destruicdo de tecido
muscular e endotélio, promovendo o extravasamento sanguineo encontrado em nossas
observacdes clinicas.

O ndmero de plaguetas diminuiu ja com 2 horas da inoculagdo experimental,
e persistiu até 24 horas. Além disso, ndo estavam agregadas, porém apresentavam intensa
anisocitose. luan et al. (1990) e Thomazini et al. (1991) propuseram trés hipdteses para
explicar as alteracBes na funcdo das plaquetas ap6s o envenenamento ofidico. O veneno
poderia estar bloqueando os receptores de membrana plaquetarios, evitando a acdo dos
fatores agregantes. O baixo nivel de fibrinogénio seria outra hipotese. De acordo com
Bennet e Villaire (1979), as plaguetas necessitam de uma quantidade regular de
fibrinogénio para manterem suas funcdes normais. A terceira hipdtese seria 0s baixos
niveis dos produtos de degradacdo de fibrina e fibrinogénio, os quais, em altas
concentracBes séricas, poderiam inibir a agregacdo plaquetaria. Maiores investigacfes sdo
necessarias para explicar com seguranga qual das hipdteses explicaria a diminui¢do do

numero de plaguetas observado em nossos experimentos.
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contagem leucocitaria diferencial, talvez em funcdo do pouco tempo de avaliacdo por nds
utilizado, até 24 horas.

Apbs 12 horas 0 numero de neutréfilos comegou a diminuir enquanto o
niamero de linfocitos se manteve alto, mostrando similaridades com um processo
infeccioso, com um aumento de linfdcitos, indicando tentativa de defesa imunoldgica. As
similaridades persistem com as nossas observacdes do aumento do nimero de eosinéfilos
apenas com 24 horas. Estas celulas intensificam a fase linfocitaria do processo.

O intenso aumento do nimero de mondcitos apenas nos grupos de 2 e 6
horas pode ser explicado pelas observacGes de Flores et al. (1993), quando estudavam a
migracdo neutrofilica em ratos induzida pelo veneno de Bothrops erythromelas e
Bothrops alternatus. Os autores concluiram que estes venenos induziram migragédo
neutrofilica, e que os macrofagos como células residentes intensificaram o processo.
Mondcitos sdo células sanguineas que se transformam em macréfagos nos tecidos
(Thomson, 1983). A partir de tais afirmativas sugerimos que o aumento do ndmero de
monacitos esteja ligado ao importante papel dos macréfagos no processo inflamatorio.

Podemos assegurar, ap6s a administracdo experimental do veneno de
Bothrops jararacussu, que este causou alteracdes hematologias como eritrocitopenia,
trombocitopenia e perda de proteinas plasmaticas. Notamos o surgimento de um processo
inflamatério as expensas de neutrofilia, linfocitose e monocitose, sem contudo
encontrarmos desvio a esquerda. Estudos futuros poderdo esclarecer mais 0 mecanismo
inflamatorio envolvido com o envenenamento por Bothropsjararacussu.

O rim é um dos oOrgdos mais afetados nos acidentes ofidicos. O achado

patoldégico mais comum ¢é a insuficiéncia renal aguda secundaria a necrose cortical (Da
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Silva et al., 1979), necrose tubular aguda (Lopez et al., 1972), ou glomerulonefrite
(McClure, 1935).

De acordo com Sitprija e Boonpucknavig (1979), o quadro de insuficiéncia
renal é independente da aplicagdo do soro antiofidico. Estes autores afirmaram, ainda, que
a ineficacia do soro na prevencdo da doenca pode ser talvez gerado pela demora da sua
aplicagdo, em virtude do tempo decorrido entre a picada e a administracéo, e/ou por dose
inadequada de soro.

Os achados clinicos que direcionam o diagndstico para insuficiéncia renal
aguda sdo, normalmente, oligdria ou andria irresponsivas a altas aplicagdes endovenosas
de diuréticos tipo furosemida. Outros dados laboratoriais, que se somam a estes, sdo altos
niveis de uremia e creatinina sérica, além de baixa densidade urinaria. O quadro de
necrose cortical também foi associado a alguns achados laboratoriais por Matlin e Gary
(1974), como duracdo da fase oligurica entre 21 e 28 dias e a manutencdo dos altos niveis
de uréia e creatinina, mesmo durante a fase polidrica,

Estes mesmos critérios foram usados por Amaral et al. (1985) para
diagnosticar quadros suspeitos de necrose cortical em sete acidentes por Bothrops
jararaca e Bothrops jararacussu. Porém, mencionam que um outro caso, ndo publicado
no referido artigo, de acidente humano por Bothrops jararacussu, onde a fase oligdrica
durou 35 dias e a biopsia renal constatou necrose tubular. Constataram assim, que tais
critérios nem sempre podem ser seguidos. Neste mesmo trabalho, Amaral descreveu apos
necropsia do individuo morto por acidente com Bothrops jararacussu, a presenca de
necrose coagulativa nos glomérulos, trombos fibrosos nas pequenas veias e capilares,

necrose dos tubulos renais, além de congestdo e hemorragia no intersticio.
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Apesar dos inimeros achados concernentes a insuficéncia renal aguda
causada por necrose cortical, necrose tubular ou glomerulonefrite, a patogénese destes
quadros ainda se encontra incerta. Os mecanismos propostos como possiveis causadores
da insuficiéncia renal ap0s acidente botropico séo a coagulacdo intravascular disseminada,
a nefrotoxicidade direta atribuida a acdo proteolitica do veneno, e/ou espasmo dos vasos
renais decorrente da liberacdo de substancias vasoativas. Ja para o acidente crotalico, séo
sugeridos os mecanismos de acdo hemolitica e nefrotoxica direta, a hipotensdo arterial e
choque. A rabdomidlise também j& foi sugerida como mais um mecanismo que estaria
envolvido no efeito lesivo ao rim nos acidentes por cascaveis (Amaral et al., 1986).

Do veneno da serpente Bothrops jararacussu ja foram fracionados e
identificados a presenca de um efeito miotdxico, causado por enzima sem efeito
fosfolipasico A2 e enzimas ndo miotdxicas com efeito fosfolipasico A2 (Homsi-
Brandeburgo et al., 1988), dois fatores coagultivos do tipo trombina (Znganelli et al.,
1996; Andrido-Escarso, et al. 1997), e um peptideo P potenciador de bradicinina (Ferreira
et al., 1992).

Apds o estudo in vitro pelo método perfusdo de rim isolado de rato, na
presenca do veneno de Bothrops jararacussu, em trés diferentes concentragdes,
observamos queda da pressdo de perfusdo seguida pela reducdo da resisténcia vascular
renal. Ambas com diferencas estatisticas, quando comparados ao grupo controle, apenas
aos 90 e 120 minutos. Contudo, logo apo6s adicdo do veneno observamos uma brusca
queda da pressao de perfusdo e do ritmo de filtracdo glomerular.

A queda da pressdo e resisténcia vascular, possivelmente originada pela

liberacdo de bradicinina, potencializada pela presenca de substancia P encontrada no
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veneno de Bothrops jararacussu, causou reducdo da resisténcia das arteriolas aferente e
eferente, que foi rapidamente respondida por baixa pressdo dos capilares glomerulares, e
consequentemente reducdo do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) e fluxo urinario.

Apesar de ndo observarmos diferenca estatistica no fluxo urinario logo apds
a aplicacdo do veneno, sua queda foi nitida em todos os experimentos das trés
concentragcdes empregadas, correspondendo nos dados de literatura & fase oligurica dos
acidentes ofidicos. Entretanto, essa fase oligoanurica foi suplantada nos altimos trinta
minutos dos experimentos, nos grupos com 10 e 30pg, por um efeito inverso. Este intenso
efeito polidrico foi mantido até o fmal dos experimentos, sem contudo notarmos qualquer
aumento da pressdo apos a ja referida queda.

A analise microscopica das laminas com tecido renal apds perfusdo renal,
com 0 veneno aqui estudado nas trés concentragdes, mostrou a presenca de material
protéico tanto nos glomérulos como nos tabulos, nos grupos com 10 e 30pg. Entretanto,
ndo detectamos estas alteracdes nos glomérulos do grupo de 3pg. O que nos fez supor que
possivelmente as alteracbes glomerulares, vistas para 0s outros grupos, estariam
provocando o aumento do ritmo de filtracdo glomerular, e consequentemente do fluxo
urinario.

Monteiro (1990), trabalhando com o veneno de Bothrops jararaca na
mesma concentracdo de 10pg, observou as mesmas alteracdes glomerulares e tubulares
por nos encontradas, além da presenca do material protéico, porém, o efeito polidrico ndo
foi constatado.

Levantamos duas hipdteses para tentar explicar esse aumento do fluxo

urindrio. Koppen e Stanton (1997) descreveram que a pressdo oncotica dos capilares
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glomerulares apresenta uma correlacdo inversa com o ritmo de filtragdo glomerular.
Assim, a presenca do material protéico no espaco de Bowman denotaria que a maior
quantidade de proteinas estava sendo filtrada, diminuindo a pressdo oncotica dos capilares
glomerulares. Isto promoveria um aumento do ritmo de filtracdo e maior fluxo urinério.

Os mesmos autores afirmaram que a bradicinina, estimulando a liberacdo de
6xido nitrico ou fator de relaxamento vascular derivado do endotélio, promove 0 aumento
do ritmo de filtracdo glomerular.

Sugerimos, diante de tais hipoteses, que logo apo6s a aplicagdo do veneno
houve queda do ritmo de filtracdo e fluxo urindrio, associada com a brusca queda da
pressdo e resisténcia vascular. No entanto, este quadro sofreu modificacdo no final dos
experimentos, onde alteracdes histopatolégicas a nivel glomerular e tubular, integradas
com a provavel liberacdo de bradicinina, promoveram o aumento do RFG e do fluxo
urinério.

Em 1997, Murayama e seus colaboradores identificaram no veneno de
Bothrops jararaca, ap0s analise sequencial uma proteina precursora que codifica 7
peptideos potenciadores de bradicinina e um peptideo natriurético do tipo C. Uma anélise
mais apurada do veneno de Bothrops jararacussu poderd, talvez, identificar proteinas
semelhantes as encontradas no veneno de Bothrops jararaca e assim explicariam melhor
o fendmeno poliurico encontrado em nossos estudos.

Todas estas explicacdes podem ser reforcadas a partir dos resultados obtidos
no tocante ao aumento da excrecdo, e redugdo do transporte tubular dos ions sddio,
potassio e cloro, assim como o aumento clearance osmotico, principalmente nos ultimos

trinta minutos dos experimentos. Guynton (1984) afirmou que a diminuigédo da reabsorcao
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tubular promoveria a maior retencdo dos solutos nos tabulos renais, e consequentemente a
maior retencdo de agua nos tdbulos, promovendo maior volume urinario com maior
concentracdo de solutos na urina. No entanto, ndo podemos afirmar se a reducdo do
transporte destes ions foi exercida por acdo lesiva do veneno sobre os tubulos, se a baixa
pressdao nos capilares peritubulares estaria envolvida, ou mesmo se ambos os efeitos
estariam agindo em associacao.

A guantidade de material protéico encontrada nos tabulos e glomérulos foi
maior, quanto maior a dose de veneno empregada. N&o obstante, no grupo de 3ug nao
houve a presenca de material protéico nos glomérulos, apesar de sua presenca nos tubulos.
Vale ressaltar que no nosso grupo controle, assim como nos experimentos de Monteiro
(1990) e Moraes (1984), observamos o mesmo material protéico tanto nos glomérulos
quanto nos tabulos, possivelmente em virtude da albumina na solucdo perfusora. A
diferenca foi que os parametros renais nos grupos controles ndo foram afetados pelo
material encontrado, enquanto no nosso grupo de 3pg obtivemos alteragcdes no transporte
tubular dos ions. Estas afirmacfes nos levaram a crer que a maior quantidade protéica,
tanto nos glomérulos quanto nos tabulos, provocou as alteracdes nos parametros renais.
Poderiamos, ainda, sugerir a possivel existéncia de uma agdo nos tabulos, independente

da acdo nos glomérulos.
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Conclusodes

$ A DL50 do veneno de Bothropsjararacussu em ratos foi de 9,5 £+ 0,44mg/kg de peso
Vivo.

$ ApoOs aplicacdo intraperitoneal das diversas doses utilizadas para a determinacdo da
DL50, sugerimos que 0s animais vieram a oObito possivelmente em virtude de um
quadro de coagulacdo instravascular disseminada, associada a processo
inflamatdrio e nefrose.

# Na avaliacdo do hemograma completo em ratos ap6s envenenamento experimental
observamos quadro de eritrocitopenia, trombocitopenia e perda de proteinas
plasmaticas totais. Esse quadro foi associado a processo inflamatdrio as expensas
de neutrofilia, linfocitose e monocitose sem a presenca de desvio a esquerda.

O veneno de Bothrops jararacussu causou intenso efeito nefrotdxico no modelo de
rim isolado de rato, sendo este efeito identificado pela primeira vez.

»¢ Evidenciamos este efeito nefrotdxico com a reducdo dos pardmetros de PP, RVR,
%TNa~, %TK+ %TCF, %pTNa’, %pTK e %pTCF. O ritmo de filtracdo
glomerular decresceu apds a aplicagdo do veneno, porém, ao fim dos
experimentos, aumentou. Este aumento foi observado ainda no pardmetro fluxo
urinario, clearance osmético e nas excrecdes de sodio, potassio e cloro.

$ Com a analise histopatologica dos rins perfimdidos, constatamos um efeito dose
dependente nas trés concentracbes empregadas. Nos grupos com 10 e 30ug de
veneno, tanto os glomérulos como os tlbulos apresentavam material protéico.

Contudo, no grupo com 3ug, ndo evidenciamos a presenca de alteracdes nos
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glomérulos. Isto sugere que o veneno de Bothropsjararacussu pode agir de forma

independente nos tabulos renais.
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ANEXO



Estudo da Toxicicidade

A - Edema intersticial no rins

B - Exudacédo granulocitaria nos rins



C- Dilatacao das células tubulares renais

D - Miocardite com destruicdo muscular



E - Broncopneumonia

F - Hiperplasia de polpa branca aumento de 40X



G - Hiperplasia de polpa branca do bago aumento 100X

d - Congestdo hepatica



| - Congestao cerebral



Perfusao renal

A - Rim controle apresentando glomérulo sem alteracdo (800x)

B - Rim controle: tdbulos sem alteracdo ( 100x)



C - Gloméiulos sem alteiacdo e tibulos com pouco material protéico, 3pg de veneno (I00x)

D - Glomérulo sem alteracdo na concentracdo de 3pg de veneno (800x)



E - Glomérulos e tabulos com material protéico, 10 pg de veneno (I00x)

F - Glomérulo com material protéico com 10pg de veneno (800x)



G - Glomérulos e tubulos com material protéico na concentracdo de 30pg de veneno (I00x)

H - Tubulos renais com material protéico na concentracdo de 30pg (40x)



Panoiama lenal na piesenca de veneno de Bothrops lararcicussu na concentracdo de

‘Opg.
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