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. Comparacio do fluxo urinirio (FU), ritmo de filtracdo glomerular (

. Parémetros funcionais de rins perft

. Acidentes ofidicos no Ceara (1986-1988)

. Acidentes ofidicos no Cearé, segumdo género de serpentes (1986-1588).

fraco de sédio reabsorvida (TNa*) dos g

8 controles com concentracbes

variaveis de albumina.

. Pardmetros funcionais de rins perfimdidos com solugdo de Krebs-Henseleit na

presenca de 6g% de albumina.




14, Transporie de potassio (TK) em perfuséo de rins isolados de ratos, perfimdidos

com solucdo Krebs-Henseleit na presenca de 6g% de albumina,

araraca BN 52021, 0 WEB e indometacina.

veneno de 4.

15. Percentual de transporte de potassio (%TK) em perfuséo de rins isolados de ratos,

imdidos com solucdo Krebs-Henseleit na presenca de 6g% de albumina,

veneno de & jararaca, BN 52021, o WEB 2086 e indometacina.
16. Composicdo eletrolitica tecidual de

s0dio e potassio em rins controles (RC),
comparados com rins tratados (RP) com veneno de &, jararaca, BN 52021, WEB
2086 e indometacina.

17. Alteractes histopatologicas de rins controles perfundidos com albumina 6g% e de

rins perfundidos com veneno de B, jararacs .
18. Frequéncia relativa em percentual das alleracdes histopatolégicas de rins

controles perfundidos com albumina 6g% e de rins perfundidos com veneno de

B. jararaca .
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ios de rins controles perfimdidos com diversas

renais e peri-renais.
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concentractes de albumina.

cfo entre os fluxos wrinfr

paracio entre o8 clearances de rins controles perfundides em diversas

concentragtes de albumina.

1. Comparac#o entre os fluxos wrinfirios de rins perfindidos com veneno de 5,

Jararaca em diversas concentraces.

8. Comparacio entre as pressbes de perfusfo de rins perfimdidos com veneno de &

Jararaca em diversos concentrages.

9. Comparacio entre os fluxos urinfrios de rins perfumdidos dos grupos controle e

tratado com veneno de B, jararacs .

10. Comparaco entre os clearances de rins perfimdi grupos controle e

tratado com veneno de 5. jararaca.

11. Comparacio entre as pressbes de perfusfio de rins perfimdidos dos g

controle e tratado com veneno de 7, jararaca .
12. Comparacio entre o percentual de sédio transportado de rins perfimdidos dos

grupos controle e tratado com veneno de & Jararaca .

18. Comparacio entre os fluxos urinfrios de rins perfimdidos com veneno de 25
Jararaca e de rins nos quais foi adicionado BN 52021 previamente ao veneno.

14, Comparacio entre o ritmo de filtracdo glomerular em rins perfundidos com
veneno de B, jararsca e de rins nos quais foi adicionado BN 52021 previamente ao

Venenao.

15. Comparacio entre as pressdes de perfusdes de rins perfumdidos com veneno de
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fimdidos nos

27. Composicdo eletrolitica tecidual
28, Percentual

29. Composicio eletrolitica tecidual renal de potéssio nos diversos grup

30. Percentual de potéssi idual renal nos diversos

31. Correlagdo linear do balango glomérulo-tubular de rins controles perfumdi

32, 33, 34 ¢ 35 Correlacso linear do balanco glomérulo-tubular de rins perfimdidos

nos diversos grupos tratados.

36(a) Animal controle - Rim apresentando glomérulo sem alteracdes e tfibulos com
moderada tumefacio celular. HL.E. 800x. (b) Animal controle - Rim apresentando

tibulos com moderada tumefacio celular. H.E. 800x.

31.

Animal tratado com veneno de 5. jararacs. Rim apresentando glomérulo com
material proteico no espaco urinifero. Thbulos dilatados com moderada

tumefacdo e borramento da borda em escova. H.E. 800x.

imal tratado com veneno de £ _jararsca. Rim apresentando tlbulos

moderadamente dilatados, contendo material proteico em grande quantidade.
H.E. 800x.

iimal tratado com veneno de . jararaca . Rim apresentando foco de necrose de
células tubulares. H.E. 800x.




Helena Serra Azul Monteiro, Tese de Mestrado, UNICAM

Esm trabalho objetivou avaliar os efeitos nefrotéxicos do veneno de
throps jararacs cuja importdncia se deve a alta frequéncia dos acidentes
ofidicos, que c«mshtuem wm sério problema de safide péiblica em nosso pais.
O modelo experimental utilizado foi o sistema de perfusdo de rim isolado
de rato para evitar a interferéncia de outros fatores sistémicos.
A analise dos parAmetros funcionais renais foi realizada em perfustes
com mhxgaa d@ Hemeiem mﬁﬁgﬁwd&g s&mdu escolhida a concentracéo de

sbdio (dT Na“%‘)
mmmke se mantiveram constantes duran

) @b%rvm@s, 808 3@
rfus netros em decorréncia do efeito
nefrotéxico, com lados: PP=100,50 ¢ 10,81 mmHgml"Lg}.min-1
(@5%) rmHg/ml"Lg L min -1 (31 10%);
min-1 (85%), w@»@% 1 0,02 mi'LgLimin -1 (90%); TNa*=530 + 2,73 pEq.
min “1 (90%). Os dados estatisticos expressam a média e o erro padrio da média.
Na tentativa de bloquear estes efeitos tbxicos, utilizamos o BN 52021 ¢
WEDB 2086, duas drogas antagonistas do PAF (fator ativador de plaquetas). O BN
52@21 ndo apresentou protecio aos efeitos toxicos do veneno, exceto o fato de evitar
m@ﬁu de sbdio e p@mssm mssuiamsg @b@emda com o uso isolado da
pedir a diminui¢éo do fluxo urinario e do ritmo
de ﬁlﬁmgﬁ@ glmmemlm‘ causados peﬁ@ veneno, elevou estes parfmelros em
relacdo ao controle, embora a pressio de perfusfo continuasse baixa. Os outros
arimetros CH90, dTNa* e %dTNa®™ se apresenta
comparados ao controle e ao uso isolado do veneno.

A outra substincia utilizada foi a indometacina ‘que  promoveu
tagonismo fotal aos efeitos toxicos do veneno no fluxo urinério, ritmo de

n negativos quando




efeitos M@qu@ad@s p@i@ BN 52@23 WEE 2@% e End@m@‘ﬁmm -

@@m %ta dmp@mm de wn m@d@m pam 0 %md@ d@

aca produz alteracbes de FU, RFG, RVR, PP, TNa*, TK* ¢
%TK*, com diminuicéo de sédio e potassio no tecido renal, levando a um quadro
compativel a insuficiéncia renal aguda.

No estudo histopatolégico dos rins, observam orupos controle e
tratado com o veneno, apresentaram moderada dilatacso e tumefacgo de tibulos
provavelmente decorrente da técnica utilizada de perfusdo com presenca de
albumina no liquido perfusor. Nos grupos tratados com o veneno detectamos
maior intensidade de material proteico nos limens tubulares e nos espagos
uriniferos dos glomérulos. Outro achado foi & necrose de células tubulares em
dois dos rins perfundidos com o veneno.
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Helena Serra Azul Monteiro UNICAMP/UFC, 1990.

This work evaluates nephrotoxic effects of the venom of Bolhrops

araracs , 6 snake responsible for many snake bite accidents in the Northeast of

Brazil and thus is an important public health problem in our coumtry.

The model used was the isolated perfused rat kidney.

We used a modified Krebs-Henseleit solution with added albumin
which produced more reliable than albumin concentrations of 2 and 4g%.

The parameters studied were: perfusion pressure (PP), renal vascular
registance (RVR), winary flow (UF), glomerular filtration rate (GFR), soditm
transport (TNa*), potassium transport (TK*), free water clearance (CH,0),

proximal transport of soditm (pTNa*) and distal transport of sodium (dTNa*).

The results for the control group were: PP=149,17 z 405 mmHg,
RVR=636 ¢ 068 mmHgimllg-lmin-l; UF=026 ¢ 0,006 miLg-lmin-l;
GFR=1,13 * 021 mlI'lg-lmin-l, TNa*t= 136,13 ¢ 28,68
%TNa*=78,53 £+ 1,91.

In the kidneys treated by the venorn (10mg/ml) we observed, at 30 min of
perfusion, a marked decrease in these parameters: PP=100,50 £ 10,81 mmHg.mi
g-Lmin-! (45%); RVR=3,92 + 0,47 mmHg/mllg-Lmin-1 (31,10%); UF=0,02 1
0,05 mI"Lg"Lmin-1 (85%), GFR=0,06 0,02 ml'Lg 1 min-1 (90%); TNa*=530 #
2,73 pEq.g1.min -1 (90%).

In an attempt to block these toxic effects we have used BN 52021 and WEB
2086, two drugs which are platelet activating factor (PAF) antagonists. BN 52021
did not protect against the toxic effects of the venom, except in blocking the
decrease in sodium and potassium in the tissues. WEB 2086 blocked the urinary
flow and GFR changes by the venom and even elevated these parameters in
relation to the controls. The perfusion pressure was not reversed.

CH,0, dTNa* and %dTNa* all presented negative values when
compared to controls.

We also found that indomethacin antagonized the toxic effects of the
venom found in UF, GFR, RVR, and partially blocked PP.

The venom also produced a decrease in tissue Na+ and K+, which in tum
was blocked by BN 52021, WEB 2086 and indomethacin.

Histopathological study revealed that in both groups, treated and
untreated by the venom, there was a tubular dilatation and tumefaction. These
effects could be the result of the perfusion itself. However, in the groups treated

at 6%

5 S o

uEq.gLmin-l;
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with the venom we found greater amounts of pmt@m inside the tubules and in the
glomerular spaces. We aism found a tubular necrosis in two kadneys

With this techni hrotoxic d
conclude that the venom pmﬁuces significant alterations of UF @F& Rm PP,
TNat, %TNat and %TK*, with a decrease in levels of tissue Na* and K+,

=13
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cologia do veneno de serpentes brasileiras (Vital Brazil, 1982). No entanto,

\ais peconhentos bem como a profilaxia e tratamento dos acidentes

causados por tanatofidios, escorpides e aranhas

Em 1901 Vital Brazil demonstrou a especificidade de soros pela

imunizacio com veneno de diferentes espécies de serpentes e observou que o soro

destes animais neutralizava exclusivamente ou com maior eficiéncia o veneno
que foi utilizado para imunizacdo. Ele foi o primeiro cientista a preparar soros

mono e polivalentes (Vital Brazil, 1987).

No Cears, os trabalhos sobre ofidismo sfo escassos. Entre os poucos

existentes, destacamos as publicactes de Lima Verde (1972, 1987) e Guimarées et

al. (1989). Neste tltimo trabalho os autores fizeram levantamento estatistico na

divisiio de Epidemiologia da Secretaria de Satde deste Estado, entre os anos de
1986 a 1988, onde verificaram a ocorréncia de 1079 casos, com 17 ébitos e

letalidade de 1,6% (Tabela 1),




Ane

gio Iapidéneiaf Obitns

1986 285 5.917.929 4,81 3 1,05
1987 369 6.027.082 6,12 10 2,11
1988 386 6.138.248 6,28 4 1.03

Fonte: Suds /S.5.E./ DIEPI

* Modificada de Guimarfesetal,, 1983,

Podemos observar pela tabela 2 que o acidente ofidico mais comum no

nosso meio (serpentes identificadas) é por £ jarar

No Brasil os acidentes por Micrurus (cobra coral) sdo pouco frequentes,

porém de grande gravidade.

Os acidentes por Crofalus o ferrificus ocorrem numa

11 a 12% do total. Apesar de sua baixa frequéncia, apresentam elevada

wops, e causam paralisia
flacida, nefrotoxicidade, hemélise (in vitro) e mioglobinimria (Raab et al., 1966;

Rosenfeld, 1968).

toxicidade, superior a causada pela picada de ZFoff

A grande toxicidade da peconha se deve principalmente & crotoxina

(Vital Brazil et al.,, 1966). A peconha da cascavel possui oulros componentes

cologicamente ativos tais como crotamin giroxina,

lante (Vital Brazil

3,

deltatoxina, componente liberador de histamina e fator coagu




Acidentes Ofidicos no Ce

Sunimal

Javaracs (B. jararaca}

Cascawel {Crotalus)

Coral (dicrurus)

woucy. {Lachesis)
Sarpentes nio Venenosas
Seypentes ndo [dentificadas

Animais ndoc ldentificados

285

2.46

2.46

0.35

0.35

37.18

5.96

0.54

19.51

48.51

iao

#* Modificada de Guimardes etal., 1958,



etal,, 1972

No Brasil o género Bothrops é responsavel por cerca de 90% do total dos

acidentes ofidicos (Hoge e Romano, 1972). Estes venenos causam intensa dor

hemorragia (Mandelbaum et al., 1976; Vargatftig, 1974, Ohsaka, 1979; Soto et al.,
1978), choque cardiovascular (causa mais frequente de morte) (Vital Brazil, 1982),
mioglobintiria e liberaciio de com

postos farmacologicamente ativos como

ina e bradicinina (Rothschild et al., 1979). As principais espécies séo: /2

vmelas, B. coliara e B, newwiedr .

A mortalidade dimir

wi de 20 para 2% quando os pacientes sdo tratados
com o soro antiofidico ou antibotrépico. A toxicidade dos venenos botrbpicos é
menor do que dos crotélicos (Vital Brazil, 1911; Vital Brazil, et al 1966).A
quantidade média de veneno inoculado em cada picada é de aproximadamente
65mg (Belluomini, 1967).

Os venenos animais 8o também denomi:

1ados zootoxinas e podem ser

classificados em peconhas e substancias toxicas (Vital Brazil, 1982). As pegonhas
sdo substéncias elaboradas por glandulas especializadas (veneniferas) que
desempenham papel relevante na sobrevivéncia do individuo, da colonia e da
espécie. As substincias toxicas estdo localizadas nas visceras, pele, misculo e

humores de varias espécies animai

8 podendo ser elaboradas nos proprios tecidos

ou incorporadas pela ingestido de dinoflagelados efou outros organismos do

fitoplanctum. Além de desempenharem papel na defesa do individuo contribuem

para diminuir a populagdo de eventuais predadores, mantendo o equilibrio do

ecossistema.



gundo Vital Brasil (1989) pg animais peconhentos podem ser

classificados em:

peconhentos Vilneranies (00008 € escorpides):

inoculam secrecdo venengg, em suss Vitimas através de

colaterais ou gerais (bam*éqm%);

1ais pegonhentos por projecio: projetam a secrecio de
glindulas veneniferas (erpentes africanas da familia
Flapidae e coleGpteros vesjcantes-potos). Somente devem
ser consideradas como “erdadeirarnente peconhentas” as
serpentes capazes de ingylar o veneno de suas presas

naturais no homem ou ey gyros animAais.

nto .2 denticso os ofilips podern ser divididos em 4
d, 1979 e Vital Brazil, 9g9), Aglifas, Opistoglifas, Proterdglifas e

Solendglifas, sendo as duas Gltimas peonhentas.

De grande importancia no Bug] temos 28 Seguintes serpentes: (o
(cascavel sul-americana), Boihnpy (serpentes do  género Bothrops) e
Elapidicas (cobras corais). Estas sepentes pertencem a familia Vjperndze com
duas sub-familias, Fiperinae , semrepresentantes no Brasil, e Crotalinae com

o, Possuermn um

os genéros Chvialus, Bothrops, Sistuyg Lachesis € A

aparelho inoculador especializado @ 4 congtitriido por dois dentes maxilares

modificados (presas) ligados atravis de dois duictos as glandulas veneniferas.

ra que permite a inoculacho

Durante o ataque eles formam um titema tipo



b) Animais peconhentos por contato: elaboram substincias

téxicas que ao atingirem o agressor promovem efeitos

colaterais ou gerais (batraguios);

Animais peconhentos por projecdo: projetam a secrecdo de

glindulas wveneniferas (serpentes africanas da familia

Flapidae e colebpteros vesicantes-potds). Somente devem

ser consideradas como “verdadeiramente peconhentas” as
serpentes capazes de inocular o veneno de suas presas

naturais no homem ou em outros animais.

Quanto 4 denticdo os ofidios podem ser divididos em 4
(Underwood, 1979 e Vital Brazil, 1982). Aglifas, Opistoglifas, Proteréglifas e

Solenodglifas, sendo as duas dltimas pec

onhentas.

De grande importincia no Brasil temos as seguintes serpentes: (Jvia/uy
(cascavel sul-americana), ZBoifirops (serpentes do género JHolhrops) e
Flapidicas (cobras corais). Estas serpentes pertencem a familia Fipersdae com
duas sub-familias, Viperinae , sem representantes no Brasil, e Crofalinge com

Lachesis e Agkisirodon . Possuem um

)

os genéros Crolalus, Bollirops, Sisir

aparelho inoculador especializado que é constituido por dois dentes maxilares
modificados (presas) ligados através de dois ductos as glandulas veneniferas.

Durante o ataque eles formam um sistema tipo seringa que permite a inoculacdo




do veneno (Kochva e Gans, 1970).

Nas serpentes dos géneros Clvia/us e Bothrops a inervacio dos

(sculos € diferente, permitindo que elas controlem a quantidade de veneno a

90%. O veneno é acumulado no ltmen da
a e fimcdo das
glandulas veneniferas sfio extensivamente revistos por Gans e Elliott (1968),
Kochva e Gans (1970) e Bdolah (1979). O liquido amare

urante a picada. Trabalhos sobre estru

lo produzido pelas

glandulas veneniferas contém uma expressiva quantidade de toxinas, enzimas e

outros componentes.

Enzimas encontradas no veneno tém sido usadas como marcadores no

estudo do processo secretério. Na B jararaca repetidas marcagbes a cada 3 - 4

dias de intervalo acusaram uwm decréscimo no veneno e wma regenerscio de

algumas enzimas do préprio veneno (Schenberg et al., 1970).




Us venenos presentes em diversos tipos de ani

zimas ndo poderm ser

1has) contém varias enzimas. As atividades dessas

ignoradas quando se considera a acdo fisiopatolégica do veneno como um tode

ir os proviveis mecanismos

fisiopatoldgicos:
a) Efeito local com dano capilar e necrose de tecidos por
ina éster hidrolase e
hialuronidase (Slotta, 1955; Iwanaga wzuki, 1979;
Harris, 1985);
b) Acdo coagulante e anticosgulante pelo efeito de vérias

proteinases, fosfolipases,

proteinases e fosfolipase A (Vital Brazil, 1982);
c) Hipotensdo aguda e dor devido a peptideos vasoativos do

a2 e Suzuki (1979).

sistema cinina (cininogenase) Iwan

enzimas encontradas nos diversos venenos ofidicos sdo: Fosfolipase Ay (3.1.1.4),

Aminoacido Oxidase (1.4.3.2), Fosfodiesterase (3.1.4.1), 5-Nucleotidase (3.1.5.5),

Fosfomonodiesterase (3.1.3.2), Desoxirribonuclease (3.1.4.6), Ribonuclease
(2.7.7.16), Adenosina Trifosfatase (3.6.1.8), Hialuronidase (4.2.99.1), NAD-
Nucleotidase (3.2.25), Arilamidase e Peptidase, presentes em todos venenos;
Endopeptidase, argi

na-ester-hidrolase, cininogenase (3.4.4.21), “trombin like
enzima' (enzima semelhante a trombing), ativador do fator X e ativador da
protombing presentes em venenos (rofalideos e Viperideos ; Acetilcolinesterase

(3.1.1.7), FosfolipaseB (3.1.1.5) e glicerofosfatase, presentes somente em venenos



elapidicos; ica (2.6.1.2), catalase (1.11.1.6),

dase, lactato desidrogenase (1.1.1.27) e

amilase (3.2.1.1.), b-glucosamini

‘heparinase like enzima’ (enzima semelhante 4 heparina), encontradas em

OULIvs Venenos nao especilicados.

O estudo comparativo das atividades enzimaticas dos venenos confirma a

grande heterogeneidade destes produtos naturais. Certas enzimas sdo tipicas de

certas familias de veneno. O veneno elapidico por exemplo é caracterizado pela
acetilcolinesterase, que nunca & encontrada nos viperideos e crotalideos
zuki, 1979).

Por outro lado endopeptidase, arginina-éster-hidrolase, ‘trombin like

enzima’, cininogenase e fator procoagul

ante que sdo distribuidos nos venenos
viperideos e crotalideos nfio sdo encontrados nos venenos elapidicos (Deutsch e
Diniz, 1955; Iwanaga e Suzuki, 1979). Com raras gus hannah
e Pseudechis collettii), o veneno elapidico possui baixa atividade proteolitica e de

na-éster-hidrolase.

excecbes (Ophioph

As enzimas podem estar sujeitas a grandes variacbes dependendo da

condicfo da serpente (idade, nutrico, sexo, espaco fisico ou habitat). Bonilla et al
(1973) compararam

vérias atividades enzimaticas de venenos estudando 4 grupos
de serpentes ¢ borridis bormidiy (3-6, 7-12, 13-18 meses e adultos). O resultado
sugeria um aumento continuo no contetido total de proteinas desde o nascimento

até s vida adulta. A atividade L-amis

10 4cido oxidase aumentava com & idade,

contudo a atividade de fosfodiesterase e ‘trombin like enzima’ aparentemente

diminuia no animal adulto.

utra dificuldade a ser considerada no estudo comparativo de atividade



enzimética é que o valor obtido nfio represe

venenos (¥ fes) contém um inibidor que reduz sua atividade

proteolitica (Raudonat e Rocha e Silva, 1962) e

uma enzima que destroi a cinina,

principalmente endopeptidase interferindo com a atividade cininogenase

i, 1979).

(Iwanaga e Suzuk

As diferencas na composicio dos venenos nio sfo somente restritas as
suas enzimas, mas também para polipeptideos toxicos e substncias
biologicamente ativas. E bem conhecido que o veneno elapidico contém toxinas de
baixo peso molecular (10.000) que passam através de membrana de diélise (30 a
70%), enquanto nos venenos viperideos e crotalideos sfo de alto peso molecular e

potico dialisaveis - 5 a 17% - (Mebs, 1969).

Estes resultados sugerem as caracteristicas peculiares para os venenos.
No veneno elapidico a substincia molecular é pequena e pobre em enzimas e nos
venenos viperideo e crotalideo a proteina apresenta alto peso molecular, sendo

ricos em enzimas (Mebs, 1973).
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categorias comm base em sta estitilra (Uiimica & propriedates larmacoldgicas.

Para maior simplificacdio, as toxinas protéicas podem ser agrupadas em 4

os (Karlsson, 1979):

a) Neurotoxinas

pbs-sindpticas (cadeias curtas e longas);

b) Toxinas de membrana (cardiotoxina, citoxina, fator litico,
citotoxina e outros);

¢) Toxinas com estrutura fosfolipisica (toxinas pré-

sinépticas, mionecrdticas) e

As neurotoxinas sfo as fracbes mais toéxicas dos venenos e estédo

divididas em classes farmacologicas de acordo com seu sitio de agfo: muitas
revisbes sobre neurotoxinas foram realizadas desde 1970 (Jimenez Porras, 1970;
Lee,1972; Cheymol et al., 1972; TU, 1973; Mebs, 1973; Zlotkin, 1973; Yange Ch:
1974; Karlsson, 1979).

As neurotoxinas pds-sindpticas se ligam ao receptor nicotinico da

acetilcolina e impedem a sua ac8o despolarizante. Estas toxinas sfo comumunte

referidas como curarimeéticos, curariformes ou ‘curare like’.

As neurotoxinas pré-sindpticas inibem a liberacfio de acetilcolina tendo

letalidade maior do que a das toxinas pbs-sindpticas. As neurotoxinas pré-
sindpticas sdo extremamente letais e estruturalmente relacionadas com

fosfatase A. Algr

pré-sinipticas podem ter efeito mionecrotico




se de fibras musculares (Karlsson, 1979).

dnas de membrana formam outro grande grupo. Elas alteram a

permesbilidade de membranas em uma grande variedade de células e tecidos,

_ L LIRL SRC TR0 WeLL BRILAEE B e AN v

podendo ser referidas também como cardiotoxinas, fator litico ou toxina citotoxica
(Harris, 1984; Meldrum, 1965).

Ao lado de uma grande variedade de substincias presentes no veneno

ofidico, 0 ‘nerve growth

factor’ (NGF) é uma das substincias que mais desperta

curiosidade, sendo wm agente que regula o crescimento e diferenciacdo de

newrdnios simpéaticos e em algums casos do tecido newral (Levi-Montalcini and

Angeletti, 1968). O NGF representa um

grupo de proteinas relacionadas pela

evoluclo de um gen ancestral comum. O NGF pode ser encontrade em baixas

concentracbes, numsa variedade de tecidos em todos os vertebrados examinados

(Levi-Montalcini and Angeletti, 1968). Esta substéncia estd presente em maior

concentracio em irés familias de serpentes venenosas: Zlgpidae Crolalidae e

Viperidae . Todas as espécies da familia Civialidae examinadas possuem NGF

Angeletti e Bradshaw, 1979). O NGF da Zothrops jararaca apresenta um

(Hogue-.

componente principal com peso molecular de cerca de 30.000.

-10-
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maioria dos componentes téxicos e biologicamente ativos consiste de material
protéico. A porcSio nfo protéice do veneno & muito menor e em geral

biologicamente menos ativa. A fracfo néo proteica contém fons metélicos, dnions

rgAnicas pequenas incluindo peptideos,
aminas (Bieber, 1979).

metais podemos citar o K*, Na*, Zn**, Ca**, Mg**, Fe** e Co*™* (Devi, 1968;
Friedrich e TU, 1971; Bieber, 1979). Um estudo sisteméatico destes metais
existentes no veneno de 17 tipos de serpentes (Friedrich e TU, 1971) incluindo
Crotalidae, Viperidaee e Flapidse demonstrou que a atividade proteolitica e
hemorragica decrescia marcadamente apés didlise, sugerindo que os metais
ionicos podem ser responséveis por estas atlividades. Observou-se o
reaparecimento de atividade hemorrdgica quando & fracdio dialisada era

adicionado o fon magnésio apbs 48 horas de didlise com agua destilada (Bieber,

1979). Dentre os nfo metais inorglnicos presentes destacam-se o fésforo e o cloro

(Devi, 1968; El-Hawary e Hassan, 1974a; Bieber, 1979). Até agora nfo hé

demonstraciio de fimcéo fisiolégica para 08 mesmos.

O fosforo contido no veneno pode ser resultante de degradacio dos tecidos
da glandula venenifera porque muitos venenos contém enzimas capazes de
hidrolisar acidos nucléicos, fosfolipidecs e ésteres de fosfato orglnice.

Os principais constituintes orgénicos ndo protéicos s#o os lipidios,
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Aproximadamenie 5% do conte(do do veneno € de malerial proteico. A
maioria dos componentes téxicos e biologicamente ativos consiste de material
protéico. A porcio ndo protéica do veneno é muito menor e em geral

biologicamente menos ativa. A frac8o néo proteica contém fons metélicos, &nions

icas pequenas incluindo peptideos,
lipidios, nucleosideos, carboidratos e aminas (Bieber, 1979).
Os constituintes inorginicos incluem metais e nfo metais. No grup

metais podemos citar o K*, Na*, Zn**, Ca**, Mg*t, Fett e Co** (Devi, 1968;
Friedrich e TU, 1971; Bieber, 1979). Um estudo sistemético destes metais

existentes no veneno de 17 tipos de serpentes (Friedrich e TU, 1971) incluindo

Crolalidee, Viperidae e Flapidse demonstrou que a atividade proteolitica e
hemorrigica decrescia marcadamente apés didlise, sugerindo gue os metais
ibnicos podem ser responsdveis por estas atividades. Observou-se o

reaparecimento de atividade hemorrgica quando & fraclo dislisada era
adicionado o fon magnésio apbés 48 horas de didlise com &gu

a destilada (Bieber,
1979). Dentre os nfo metais inorginicos presentes destacam-se o fésforo e o cloro
(Devi, 1968; El-Hawary e Hassan, 1974a; Bieber, 1979). Até agora nfo hé

demonstracio de fimgdo fisiologica para os mesmos.

O féstoro contido no veneno pode ser resultante de degra

da glandula venenifera porque muitos venenos cont®m enzimas capazes de
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hidrolisar Acidos nucléicos, fosfolipideos e ésteres de fo
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Os principais constituintes orgni

cos nlo protéicos sfo os lipidios,



Acidos e peptideos. Devi (1368)
»‘.”‘“ o

demonstrou a presenca de lipidios e ribose nos venenos de N naig ¥V ruzs

(. durissus lerrificos , e descreveu tan

bém a prese galactose e glicose em

V rreeel/ . B geral a cor amarela do veneno & devido 4 presenca de riboflavina.
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Uma extensa liferatura indica a sua presenca como coenzima L-amido-cido-

oxidase. (Sarkar e Devi, 1968). Foi demonstrada a presenga de agucar no veneno
de & jararaca (Fischer e Dorfel, 1954), purina (Doery, 1954) ¢ de hipoxantina

(Doery, 1957).

Aminoécidos e peptideos sfo os constituintes ndo proteicos que

spresentam maior atividade biolégica. Um grupo de pequenos peptideos

apresenta potente efeito vasoativo nos sistemas biologicos. Os resultados de varios
estudos sugerem que muitos Acidos que ocorrem em proteinas estio presentes na
forma livre no veneno ofidico (Devi, 1968; El Hawary e Hasson, 1974b; Bieber,
1979). Serotonina, bufotenina e n-metiliriptofano estdo presentes nos venenos de
serpentes elapidicas, viperidicas e crotalidicas (Welsh, 1966). Rocha e Silva e
colaboradores (1949) foram os primeiros a demonstrarem a liberacdo de
bradicinina no plasma sob a agio do veneno de & Jjararaca. Uma fracéo
(BPE).

Este fator inibe as enzimas proteoliticas que inativam a bradicinina e catalisam a

peptidica farmacologicamente ativa é o fator potenciador da bradicinina

conversdo de angiotensina I em angiotensing II. Através de métodos de
fracionamento do veneno de £ Jararsca foram isolados nove peptideos

biologicamente ativos (Ferreira et al., 1970)

-12-



Mitchell(1860

veneno de cascavel, verificou que o efeito do mesmo sobre meseniério era a

hemorragia. Concluiu da mesma observacio gue o sangramento era provocado

pela acdo direta do veneno. Posteriormente Mitchell e Reichert (18

que a hemorragia nfo ocorria nas artérias e nas veias, mas somente nos

capilares. Como nfo encontraram lestes ou rupturas da parede capilar,

deduziram que o sangue escapava por filtracdo através da parede vascular.

Noguchi (1909) demonstrou acdo téxica do wveneno de C(ipialuz

adamaniers  sobre  endotélio. Pearce (1909) em um trabalho considerado
classico, descreveu as lesbes glomerulares produzidas experimentalmente pelo

veneno de Clolalus adamanterrs . Pearce demonstrou a presenca de uma lesdo

glomerular ‘“exudativa” isolada ou associada 3 hemorragia. Mallory (1926)

realizou estudos histologicos de trés casos de necrdpsia nos quais descreveu

numerosos trombos hialinos nos capilares do pulméo e no figado, fragmentacio

da intima dos vasos enquanto a média e a adventicia ndo mostraram alteracfes.

Mac-Clure (1935) publicou um caso clinico de £ jararacussu onde

relatou lesbes que consistiram em uma glomerulonefrite difusa aguda.

Taube e Essex (1937) apos injecdo intravenosa de veneno de Civialim
adamanters em cées encontraram hemorragias petequiais macicas em todas as
SErpsas € mucosas e em varias parénguimas.

Rotter(1937), na Costa Rica, descreveu alteraces histolégicas por &

alrox em coelho, concluindo que a sua acio proteolitica era menor do que a de



sistema vascular em trés pacientes picados por Boibm

caracteristicas: forte edema e hemorragia nas vizinhz

b £ e @ o i o B R B i o BB ? e ke v Beenen o B e i s
artérias e veias sein anoimalidades, pequenas arierias coin aileragies graves,

rragia do cerebelo, danos arteriais nos génglios de base, causando uma

Edema pulmonar e hiperemia de orgdos

FOTT d@smmsu

agalhdes (1935) observou hemiplegia, em um paciente, oito dias apés

picada de Cirvialms ferrificis terrificus .

Fidler et al. (1940) estudaram alteracbes patoldgicas experimentais

provocadas pela injecdo do veneno de (ivialmy adamanieus (Rattlesnake) na
Macaca mirlatéa que apresentou edema hemorrdgico na pele no local da

inoculacdo, com lesdes necréticas na parede dos pequenos vasos e capilares gue

continham trombos. Em trés animais houve degeneracfo gordurosa dos ttbulos
renais, cuja provavel causa mortis foi o choque. Contudo, nfo encontraram

lesdes hemorragicas ou exsudativas das algas glomerulares descritas por Pearce

aram leve congestdo no cerebelo e medula, nos pequenos

ges e substancias cinzenta e branca.

Amorim e colaboradores (1951) ap6s minuncioso estudo histopatoldgico

relataram os resultados experimentais de pesquisas feitas com veneno de

Bolhrops jararaca em coelhos e ratos, e com veneno crotalico em coelhos, ratos e
cées. Os autores chegaram as seguintes conclusGes:
a) As hemorragias eram frequentes em varios orgdos

internos e

vasos no sistema nervoso;

-14-



¢) A necrose hislina da parede capilar, anteriormente

descrita por Rotter, s6 foi encontrada em 1 caso de
envenenamento, na pele no local da injecdo;

d) Nio houve lesbes de glomerulonefrite focal ou difusa no
coelho e no rato;

e) No envenenamento botrbpico encontraram lesles
hemorragicas glomerulares no rim, idénticas aquelas

descritas por Pearce no envenenamento pela cascavel Norte

Americana, (Folalus adamantems.

“fs lesBes produzidas nos orgdios no ofidismo experimental variam

segundo a espécie zoologica dos anin

1ais empregados e conforme a qualidade do
veneno, que depende do fendmeno e da espécie zoolbgica da serpente doadora do

mesmo” (Amorim at al., 1951).

Apbds minumcioso estudo histopatolégico, Azevedo e Teixeira (1938)

descreveram wm caso onde o paciente picado por B, jararaca spresentou 1

simétrica da cortex renal, hemorragia da cépsula renal, da mucosa infestinal e

das pleuras, necrose das células hepéticas, hiperemis das glindulas supre-
renais, broncopneumonia hemorrigica e hidroperitnio. Edema e hiperemia dos

dneo também foram

pulmdes, edema da wesicula biliar e edema sub-cut
evidenciados. Os principais achados clinicos foram a anemia com endoarterite 2
a glomerulonefrite difusa levando a4 necrose simétrica da cbriex renal,
ocasionada por lesbes obliterantes dos vasos renais. As causas mais comums de
necrose bilateral aguda da cortex renal em adultos sfo os acidentes no Glfimo

semestre da gravidez (Matlin e Gary, 1974), septicemias, toxinas, {traumas




egundo Houssay (1930) as agoes toxicas das peconhas ofidicas podem ser
divididas em curarizantes (peconha da Maja-ngz ), neurotdxicas (peco

género (dwialus ), chocar

tes ou hipotensoras (peconha do género Bothrops

DN T

conha Vipera russell ou injecbes venenosas
las de pegonha de Bolbrgns).

lantes macicas do sangue (pe

egundo Vital Brazil (1982) as peconhas

viperidicas se caracterizam na

grande maioria por induzirem estado de choque (causa mais frequente de

morte), exercerem intensa atividade proteolitica, coagul

ineo, produzirem hemorragia, produzirem acentuado efeito local com

hemorragia e necrose dos tecidos, liberarem substincias farmacologi

ativas como bradicinina e histamina e nio produzirem efeitos neurotéxicos com

excecdo do género Crofalus .

Especialmente com relacio 4 peconha de Bolhrops, Vital Brazil (1982)
ressaltou como principais caracteristicas a indugdo do estado de chogue,
atividade proteolitica, hemorragia, liberacdo de bradicinina, edema hemorragico

e necrose de tecidos.

O choque é portanto a causa mais frequente de morte no envenenamento

botropico. O mecanismo fisiopatolégico envolve a liberacdo de bradicinina, perdas

sSan

fineas por hemorragias de varios 6rgios, desvio de plasma para o edema,

liberacdo de varias substincias em consequéncia da agdo citotoxica de enzimas

proteoliticas e de fosfolipases mionecrosantes, alteractes renais, e presenca de

trombo serpentina e ativador do fator X podendo levar & coagul

mponentes dos venenos que tém sido relacionados com os

-16-



efeitos locais sfio a8 proteases, as fosfolipases e as hemorragin

A hemolise é mais frequente nos acidentes com elapideos do que com
viperideos ou crotalideos. A fosfolipase A e o DLF (fator iitico direto) sdo 08 mais

ativos componentes na hemoélise (Condrea, 1979). Os efeitos hemorragic

necrbticos durante muito tempo estiveram relacionados com a acdo de enzimas

proteoliticas (Houssay 1930). Posteriormente estudos comprovaram a dissociagdo
destas atividades (Ohsaka 1979). Mandelbaum et al. (1988) estudaram a relacgéo
de fatores hemorrigicos e proteases isolados de trés espécies de ZBoihrops
(Jararaca, newiedi e mogjenr). O veneno de B Jarar

hemorrégicos HF1, HF2 ¢ HF3 e a toxina

Aca possul os fatores

bothropasina, que é capaz de provocar

hemorragia quando usada em doses maiores do que o fator hemorragico (HF2)

que possul peso molecular de 50.000 (Queiroz et al., 1985). Atualm

ente cerca de 40

toxinas hemorra

1988).

gicas ja foram isoladas em veneno de viperideos (Mandelbawm,

Oefeito do edema parece ser devido & liberacdo de mediadores como:
inas biolbgicas, histamina, (Rothschild, 1979). A

liberacfio destes compostos parece estar relacionada ao aumento da

serotonina e prostaglandinas

permeabilidade capilar, hipotensio e choque. As enzimas implicadas nestas

atividades s80 as cininogenases, fosfolipases e hidrolases de éster da a

A liberacdo de histamin

a de tecidos parece estar relacionada com as
fosfolipases (Rothschild et al.; 1979), porém outros componentes do veneno come o

amina (do veneno de Vipera palestinae), crotamil

1975).

-17-



Trabalho recente de Kaouyoumdjian & Polizelli (1989) relaciona o

tamanho da serpente B, mogjeni com seus efeitos toxicos, concluindo que as

maiores serpentes apresentam aumento nas suas agbes locais como edema,

necrose e infeccio secundaria com leve perda em sua acéo coagul

tig (1970) observou a liberacfo de um fator hipotensor apés

incubar gema de ovo ou lecitina com veneno de £ jararacs, 5. alroy e B

adamates . Esses venenos contém fosfolipases e poderiam estar gerando SRS
(slow reacting substance). Essa substincia de reacdo lenta é resultante da acdo
de enzimas intracelulares sobre 4cidos graxos liberados pelas fosfolipases que

agiriam sobre os fosfolipideos da membrana liberando acidos graxos (Acido

araquidonico), que sob a acéo da cicloxigenase e lipoxigenases formam compostos
ativos como as prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (Damerau et al., 1975;
Harris, 1985). Estes compostos ao produzirem seus efeitos biologicos causariam
aumento da permeabilidade vascular, edema e hipotensio. O mecanismo
produtor de hipotensio ainda néo se encontra fotalmente elucidado, mas parece
resultar dos efeitos causados pelos componentes do veneno e das substéncias

liberadas.

Os venenos bolropicos possuem atividade anticomplementar (Calich et
al., 1978) que pode induzir a formacio de anafilatoxinas do tipo Cda e Cha
semelhanie ao que ocorre com o veneno de Mz ngz (Vogt, 1974). Apesar da

capacidade de liberar histamina,

a maior importancia parece estar relacionada a
inducdo de quimiotaxia no local da picada (Rothschild et al., 1979), nfo sendo

provavelmente responsével pelos acentuados efeitos locais,

-18-



As alteracbes renais causadas por picada de serpentes incluem
giomerulite (Sant et al., 1572), glomeruionefrite (Seedat et al., 1574), arterite
(Sitprija et al., 1979), nefrite intersticial (Sant et al., 1972), necrose tubular
(Sitprija et al., 1973 e 1979; Chugh et al. 1975; Amaral et al., 1985 e 1986), necrose
cortical (Oram et al., 1963; Varagimam et al., 1970; Amaral et al., 1985) e infarto

renal (Raab et al., 1966). A insuficiéneia renal é portanio a manifestacio mais
comum. Outras alteracbes sfo a hematfria, mioglobintria, hemoglobintria,
proteinfria e sindrome nefrética (Steinbeck, 1960).

Amaral et al., (1985) descreveram necrose cortical apds acidente por 4.
Jararaca e B Jjararacussy. Neste trabalho demonstraram agéo nefrotéxica
direta e indireta, com alteractes glomerulares (nefrite), tubulares, hemblise

(hemoglobinfria) e alteragtes musculares (mioglobintria).

Recentemente Rezende et al. (1989), descreveram alteraches
histopatologicas renais em ratos injetados com o veneno de £ _Jjararaca,
utilizando dose letal 50% (DL50) de 14 pgf/g de peso corporal. Doses menores néo

apresentaram alteractes renais evidentes. Os animais tratados com o veneno

desenvolveram insuficiéncia renal caracterizada pelo decréscimo na filtracfo
glomerular, no clearance osmolar, na fracio de sbdio urinirio excretado, bem
como 0 aumento da creatinina plasmaética. O histopatolégico indicou proliferacéo

ds matriz mesangial, alteracfio degenerativa dos ttbulos, caracterizada pela

reducdo das bordas em escova e vacuolizacdo citoplasmatica; estas alteracdes

ocorriam o horas apis exposicio ao veneno.

O envolvimento renal ocorre na forma de insuficiéncia renal aguda,



ose tubular (Lopez et al., 1972; Amaral et al, 1986;
Kouyoumdijian, 1986), ne do et al., 1938; Amaral et al,,
1985) e ocasionalmente, glomerulonefrite (Mac Clure, 1935).

crose cortical renal (Azeve

Componentes téxicos dos venenos podem agir de forma direta ou indireta

sobre as células renais (Raa

causar:.

a) Alteractes de células renais (nefrite), células tubulares

renais (nefrose); gloébulos wermelhos Chemoglobin(ria),
células musculares (nefrose mioglobintwica), células
nervosas (aumento da suscetibilidade renal);

b) Efeitos enziméaticos com lise celular e trombose causando

infarto renal, formacio de anafilatoxina e degranulacéo de
mastécitos podendo ocorrer choque anafilactbide e nefrose;
¢) Alteracdes glomerulares que podem ser degenerativas ou
inflamatorias, tubulares, causando nefrose por efeito {6xico
direto ou efeitos secundérios pela degeneracfio celular
(hemoglobin{ria e mioglobintria); hipdxia wvascular e

infarto renal.

A lesdo glomerular pode ser resultado de glomerulonefrite proliferativa
(Seedatet al., 1974). Este tipo de lesdo (glomerulite, glomerulonefrite e sindrome
nefrética) fol descrita nos acidentes ofidicos. As alteracbes glomerulares

consistem de proliferacdo de células endoteliais e mesangiais, com deposicio de

fibrina. Ocasionalmente ocorre crescimento epitelial e geralmente a membrana

PR Iy R a0 nnn A on oo B B oo, e 2 &3 o o T 5 oy 3 o
basal ndo apresenta alteragdo significativa (Sitprija et al., 1979)

Os achados imunolbgicos mais comuns consistem na deposicéio de IgM e



de C3 nas areas mesangiais se estendendo por toda a parede capilar. A

intensidade de deposicBo varia conforme o veneno, sendo mais acentuado com
era russel/ (Sitprija et al., 1979). Amorim et al. (1951) desc

glomeruiares hemorragicas.

i lesfes

togénese da lesdo glomerular € decorrente da irritacdo direta
causada pelo veneno sobre os vasos e algumas vezes sobre os capilares
glomerulares (Jimenez-Porras, 1970), do efeito hemorragico na membrana basal
glomerular (Ohsaka, 1973), da deposicdo de fibrina e da reacdo imumoldgica. A
C.L.D. (coagulacdo intravascular disseminada) pode causar danos glomerulares
com proliferacdo de células mesangiais (Vassalli e Mc Cluskey, 1965), fato
frequente nas picadas por crotalideos, sendo estas alteractes semelhantes as
causadas pela toxemia gravidica. Hi evidéncia de deposicéio de complexos |
imunes no glomérulo indicando a importancia deste mecanismo na patogénese

da lesdo vascular (Sitprija, 1979).

A lesfo arterial foi demonstrada pela acdo do veneno de V russel/,
sendo a alteracdo mais comimn a arterite necrosante da artéria interlobular
(Sitprija et al., 1979). Também foi observadoe tromboflebite com depésito de C3 nas
paredes das arteriolas aferentes e eferentes. Os dados sugerem que o efeito pode
ser mediado pela ativacfio do complemento (Sitprija, 1979) nfo sendo detectadas

imunoglobulinas (Bruninga, 1971; Ruddy et al., 1972).

Estudos em pacientes picados por V. rumse/  demonsiraram

d@gen@m@ﬁo, ner

rose e regeneracio de células epiteliais no thbulo distal e
tiibulos coletores, com ruptira de membrana pasal. Os thbulos proximais foram

menos atingidos.
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Na insuficiéncia renal foram observados alieracbes intersticiais, sendo o

edema mais constante e pronunciado na porgio cortical. As células
inflamatorias  (linfécitos, células plasmaticas, mononucleares) estavam
presentes no tecido intersticial da juncdo corticomedular localizadas em torno

dos tabulos coletores necrosados, podendo penetrar dentro dos tibulos. As lesbes

intersticiaie &30 secundarias & necrose tubular. Nefrite intersticial ndo foi

observada. Os ttibulos e intersticio nfo apresentaram

(Sitprija, 1979).

depbsitos imtmologicos

Segumdo Hadler e Vital Brazil (1966) uma das causas de lesdo tubular

renal seria o efeito da lisolecitina formada pela atividade de fosfolipase A.

A necrose do cortex renal foi observada em acidentes por B jararaca
(Azevedo et al., 1938; Sitprija e Boonpucknavig 1979; Amaral 1985); Zbhis
carinatus (Oram et al., 1963); Agkisirodon hypnal wmam et al., 1970) e
Vipera russe/ (Chugh et al., 1975). A lesdo é geralmente associada a CID com

depésitos de fibrina no leito dos vasos, podendo ocorrer calcificacdo do cortex

(Oram et al., 1963). A lesdo renal mais comum nos acidentes por B jararacs ¢ a

necrose cortical (Azevedo et al., 1938; Ama
1979).

al 1985; Sitprija e Boonpucknavig

it

O estudo hemodindmico renal demonstrou wma diminuicio da

circulagdo cortical onde encontram-se envolvidos fatores tais como a hipotensio

arterial observada no envenenamento crotalideo (Vital Brazil et al., 1966)

hemélise e arterite . A associacio entre necrose tubular e CID também foi

observada (Clarkson et al., 1970; Sitprija 1979). Algumas vezes a CID pode causar

danos glomerulares com proliferacdo de células mesangiais (Vassalli e

McCluskey, 1965), fato frequente nas picadas por crotalideos.



Observou-se
(Peiris et al., 1969 e d

ém  obstrucho tubular causada por hemoglobintria
nuico do lomen arterial em picada por ¥ rumse/. A

2 3

ria a mionecrose, em picadas de

mioglobintmia pode ocorrer, sendo secund

P B a3 ped 2o e et Am B Do g Bwo e S5y

Fruge madeames I dvwonerdon  eumowsase  teesnpedioes Asemio  wwmenan] P
WLWMWD A4 ALACRE,  WPRAALIRANS AANLLY Mw‘&:&l&biﬁ&.ﬂ&;l@ AEGAAERE % AAR T IMY O VRO UL WS

tubular pela mioglobina (Sitprija et al., 1979).

Na figura 1 podemos observar um diagrama da patogénese da lesdo

renal.

As manifestacbes clinicas renais mais comuns sio a proleintria,
sindrome nefrética, hematiria microscopica e macroscopica. Hemoglobinfiria e

mioglobintiria sdo pouco comums.

Na insuficiéncia renal por peconha de serpentes marinhas

hipercalemia secundaria a4 mionecrose.
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Os acidentes ofidicos no Brasil tém grande importéncia na preval
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ofidicos por £, jararaca, especialmente no meio rural. O presente trabalho tem o

objetivo de aprofundar e caracterizar a nefrotoxidade induzida pelo veneno de 72

As alteractes renais induzidas pelo veneno, bem como a relacdo dose -
efeito sobre o rim séo pouco conhecidas e somente estudadas z» 7w onde fatores
neurais e humorais interferem no processo. Utilizando um modelo de perfusio

e Maack (1970) e Ross

de rim isolado de rato iz wiro desenvolvido por Bowman
(1972), e posteriormente modificado por Fonteles (1980, 1982), podemos avaliar o

efeito direto do veneno na preparacao.

Os objetivos do presente trabalho sio:

1) Identificar alteractes agudas especificas de fimcéio renal
induzidas pelo veneno.

2) Avaliar alteragdes histologicas nos rins tratados com o
veneno /n wviiro, sem a interferéncia de outros efeitos
fisiologicos de natureza sistémica.

3) Estabelecer relacfo dose efeito na produgo de
nefrotoxicidade.

4) Avaliar o papel de possiveis faiores determinantes da

evolucdio da insuficiéncia renal por acidente ofidico bem
como da perspectiva de blogueic farmacolégico, mediante o

uso de modernos agentes da terapéutica experimental.
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Ratos albinos, adultos, pesando entre 250 e 320g, de ambos o8 sexos. Os
animais anies de serem utilizados foram mantidos em jejum por 24 horas e agua

ad {ibitum .

Sistema de Perfusfio do Rim Isolade
A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da fumefio
renal levou infomeros pesquisadores a desenvolverem a técnica de perfusio de

rim isolado.

Nas tltimas duas décadas, algumas descobertas propiciaram s
melhora consideréve] da perfusio do rim isolado:
a) O uso de albumina bovina (fracdo V) pwra na solugfo
perfuscra (Bowman, 1970; Schurek et al, 1978; Shurek e
Alt, 1981; Ross et al., 1978; Bowman e Maack, 1974; Little e
Cohen, 1974; De Mello e Maack, 1976);
b) Uso de solugéo de Krebs-Henseleit (Shurek, 1980);

¢) Adicdo de substratos na solucdo perfusora tais como
glicose, aminodcido, lactato, oxalacetato, piruvato
(Bahlman et al, 1967; Nishiitsutsuji-Uwo et al., 1967: De
Melo e Maack, 1976);

d) Utilizacdo de um filtro do tipo miliporo no sistema de

perfusio para rins de coeltho (Pege, 1971) e rato (Ross et
al.,1973; Cohen et al., 1977; Fonteles, 1980 ¢ 1982
e) Adaptacio de um pulmdo artificial (Fonteles, 1980) baseado

no modelo de Hamilton et al. (1974), utilizado originalmente
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para perfusfio de figado isolado.

Atualmente existem dois modelos para perfusdo do rim isolado. O
sistema aberio, onde o perfusato ndo recircula através do rim, cuja principal
vantagem é a manutencio constante de pardmetros fumcionais renais. Porém,
apresenta um elevado gasto de albumins, o que leva s custos operacionais
altissimos. Um outro, o sistema de perfusdo com recirculacdo e dialise,
apresenta algumas wvantagens como a manutencdo constante de parimetros

funcionais renais, utilizacdo de albumina ou outras substincias na solucfio

perfusora em volume menor, manutencio constante de substincias dialisaveis
na solucdo de perfusfo e a oxigenacdo adaptada no proprio dialisador. O
desenvolvimentodeste sistema permitiu wma preparacio adequada para muitos
estudos de fisiologia, biguimica, farmacologia, imunologia e endocrinologia
(Schurek et al., 1970; Pitts, 1971: Trimble e Bowman, 1973; Ross et al.,1973; Nizet,
1975; Cohen et al., 1977; Hierholzer e Wiederhold, 1976; Maack, 1980, Schurek,
1980: Fonteles, 1980 1982).

O sistema de perfusdo utilizado neste trabalho baseia-se nas idéias
pioneiras de Weiss e colaboradores (1959) e no sistema inicialmente descrito por
Bowman e Maack (1972) e Ross (1978). As posteriores modificacdes introduzidas
por Fonteles (1980) e Moreira Lima (1983) culminar

am com o desenvolvimento de
um sistema de perfusdo com recirculacio onde foi adicionado um pulméo
artificial do tipo silastico. Para a realizac8o satisfatéria dos experimentos agui

descritos, fez-se necessaria a troca do cilindro contendo a solucdo perfusora por

outro de menor volume (50ml) e de paredes retas o que proporcionou uma maior

economia de soiugdo e facilidade na limpeza do sistema (figira 2).
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%o e registéncia no siste

Apbs limpeza com detergente e Agua bidestilada aquecida, o sistema foi

PROVEPTR. I 3 B i,

o L
A AL IS IR &

montado e caliorado Utilizando-se dQuas clovas. Ulna Curv

3]
b=

do fluxtmetro e fluxo em ml/min (fig 3A). O fluxo foi entdo calibrado para cada

velocidade da bomba de perfusfio, registrando-se a pressdo de perfusdo e o
fluxdmetro para cada unidade de bomba (1, 2, 3, 4 e 5) plotando-se no grafico a
leitura registrada no fluxdmetro. Este procedimento foi realizado antes de cada
experimento, com a cinula arterial, para se conhecer o fluxo de perfusfo renal

em face da resisténcia da propria cAnula. A outra curva relacionava flixémetro e

pressdo de perfusdo, determin:
3b).

da pela resisténcia ao fluxo no sistema (figura

A solucdo utilizada foi a de Krebs-Henseleit modificada, concentrada 20
vezes contendo os seguintes sais:
NaCl 33,00g
KCl 1,85¢
NaH,PO.H,O 1,38¢
MgSO04.7THO  1,473g
Uréia 2,5¢

48 horas antes do experimento foram preparados 2000 ml de solucéo

retirando-se 100m! da sol. concentrada de Krebs-Henseleit, previamente
preparada e acrescida de:
NaHCO; 4.2¢

CaClp2H,0  0,74g
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Glicoge 2,0g

Penicilina 0,050z
Apbs a dialise adicionou-se:

Inulina 0,075g

Glutation 0,046g

O volume foi completado para 2000m! de agus bidestilada. Desta solucio
foram retirados 120ml e acrescentados 30ml de albumina bovina a 30% (Biobras)
para constituir a solucdo de perfusdo, que foi em seguida colocada em sacos de

dialise (Dyalisis "sacks” 250 - 7 U - Sigma

0. O restante da solucdo foi colocado

dentro de um frasco com capacidade para 2000ml, que banhava a solugio de

perfusdo, j& colocada nos sacos de dislise.

A dialise da solucdo perfusora contendo albumina

foi realizada para
retirar varias substincias contaminantes como citrato, piruvato, lactato (Hanson
& Ballard, 1968; Cohen et al., 1977; Schurek et al., 1970; Ross, 1978) por 48 horas.
O pH da solugédo de perfusio foi ajustado para 7,3 - 7,4. A solugdo de Krebs-
Henseleit foi trocada com 24 horas e mantida sobre um homogeneizador em

cimara fria a 4°C,

Técnica Cir

Inicialmente, a técnica descrita neste trabalho era realizada com
canulagdo da artéria renal através da artéria aorta abdominal o que permitia a
perfusio do rim isolado sem a interr

upcdo do fluxo sanguineo a este orglo (Weiss

et al., 1959). Esta técnica foi modificada com aprimoramento da canulacio da

et al,, 1967;

artéria renal através da artéria mesentérica superior (Bahlman

Nighitsutsujuwo et al, 1967).
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nimais foram anestesiados com injecbes intra-peritoneais de
pentobarbital sodico na dose de 5mg/100g de peso corporal. Inicialmente, a veia

femural foi isolada e manitol (10

) diluido em 1,5 ml de 4gua bidestilada foi

|

istrado. Apos realizagio de assepsia da parede abdominal, procedeuse a

wma incisdo mediana e duas incisbes perpendiculares a linha alba, com cuidado

para nfo lesar os orgios adjacentes, facilitando a sbertura do campo cirf

uma melhor visualizacio das estruturas anattmicas. Apds esta etapa, rebateu-se
as visceras abdominais para o lado esquerdo e com uma gaze umedecida em soro
fisiologico a 38°C, manteve-se a umidade dos tecidos. Com este procedimento foi

ras circumvizinhas, Com wmna

possivel a visualizacdo do rim direito e das estrutt
lupa (Tx) foi identificada e dissecada a artéria mesentérica superior e observado
se havia coincidéncia no mesmo plano com a origem da artéria renal direita na

aorta abdominal. Apos este procedimento o ureter direito foi dissecado e obstruido

distalmente, seguindo-se sua canulacdio com um tubo de polietileno (PE 50).
Posteriormente a artéria renal direita foi identificada e dissecada. A artéria
supra-renal direita foi identificada justamente com a glindula supra-renal
direita, sendo iscladas, suturadas e seccionadas. O rim direito foi descapsulado e

limpo da maioria dos tecidos peri-renais. Injetou-se entdo mais 100mg de

manitol e 50 unidades de heparina na wveia femural. Ap6s o inicio do
procedimento cirrgico uma parte da solucdo (40ml) ja oxigenada foi desviada
para o sistema de perfusdo i» s/fw, para canulacdo da artéria renal; a via de
acesso foi a artéria mesentérica superior, introduzindo-se a canula arterial renal
na direcdo da artéria renal direita penetrando cerca de 3 a Smm, sendo feita 2
fixacfio da cénula. Logo apés, os érgios foram isolados com pingas hemostéticas
e seccionados, sendo retirado o rim comn o wreter livre dos outros 6rgéos e fixado &
cénula perfusora. Finalmente, o rim foi transportado para o sistema de perfusio

In vifro sem interrupgdo do fluxo (Figara 4).
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Apbs a colocacdo do rim no sistema aguardou-se wm periodo de tempo de

15 a Z0 minuios para que o 6rgdo se adapiasse as novas condighes experimentais.
O tempo de perfusdo foi de 90 minutos, sendo que a cada 5 minutos procedia-se as
leituras no flixdmetro e mendmetro de mercirio (gue media & pressfo de
perfusdo). A cada 10 minutos foram colhidas amostras de wring e perfusato para

wdos em um freezer a

analise e verificacdo de volume urinirio, que foram guard:

temperatura de -20°C. Posteriormente dosou-se inulina, sbdio e potissio, e

mediu-se 3 osmolalidade de cada amostra.

A administragdo de veneno B jararaca so lquido perfusor foi feita
sempre no 30° minuto de perfusfo. As outras substincias (Web 2086, BN52021,
Indometacina) foram colocados no tempo zero, no inicio da experiéncis, e apds 30
minutos colocou-se o veneno de B Jjararaca . A quantidade de liquido perfusor no
sistema foi 100ml.

Foram utilizadas os seguintes sais na solucfio perfusora: KCl, NaCL,
NaHCO3, NaHS04, MgS04, Cacl2 (MERCK)

Outras substéncias:

Penicilina G Potassio cristalina (Squibb)

Sulfato de Estreptomicina (Fontoura-Wyeth)

Uréia (Carlo Erba)

Inulinag (Sigma)

Manitol (Darrow)

Heparina (Roche)
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Glutation (Sigma)

Veneno de Bolhrops jararaca (Sigma

FAY

BN 52021 (IPSEN e institul fenri Beaufour)

hringer Ingelheim)
Indometacina (Sigma)

Célculo dos Parimetros Funci

As seguintes férmulas foram utilizadas para determinacio de

rimetros fumcionais renais (Pitts, 1975; Martinez-Maldonado et al., 1978;
Fonteles, 1980):

1. FU (ml. g "L, min 1) = flwo urinario
2. RFG (ml. g "1 min "1 = ritmo de filtracdo glomerular
3. RFG=(DOU;,, / DOP j;,. FI)

DOUin = densidade éptica da inulina na urina

DOPin = densidade optica da inulina no perfusato
. PNa* = concentracio de sédio no perfusato
. UNa*= concentragéo de sédio na urina
FNa*= (i Eq. g'. min"D)= sédio filtrado = RFG. P Na*
ENa*= (uEq. g'L. min"D= sodio excretado = FU, UNa*
TNa*= (4 Eq. gL min"D=sédio transportado = FNa*-ENa*
. %TNa*= percentual de sédio transportado = TNa* . 100/FNa*
10. FK*= (u Eq. g'1. min'1)= potassio filtrado = RFG. PK *

PK* = concentracio de potassio no plasma

®© w = oo o e

EBK* (4 Eg. gL, min D= potéssio excretado = FU. UK*

pody
fuh

UK*= Concentragdo de potéssio na urina
12. TK (3 Eq. g'L. min"b= potéassio transportado = FK+-EK*
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13. % TK= percentu

al de potassio transportado = TK.100/FK *
14, Cosm (ml. g'L. min"D= clearance osmético = (U, /Posm)-FU

ﬁ@ﬁmﬁ Osmolalidade urir

éﬁa

P ssm= Osmolalidade do perfusato
. min"D= clearance de #

0=C y,0.PNa*
godio=dT Na* + ENa
d= percentual de transporte distal de

16.dTNa*( Bq. & e di
17. Ed (p Eq. g'L. min"h= Aportedistal de

18. % d TNa* da ED = d TNa* .1

19. p TNa* (3 Eq. gL, min"D= transporte proximal de sédio = FNat-

20.% pTNa‘. percentual de transporte proximal de sodic =
pTNa*,100/FNa’

21.RVR (mmHg/ml-l.g-Limin-1)= Resisténcia vascular renal= PA-
PVIFPR
P o= Presséo arterial
Py = Pressio venosa

FPR= Fluxo de perfuséo renal

a tissular e mineralizacéo dos rins para

m de eletrélitos (Na® e K*)

Os dois rins (direito e esquerdo) apds cada experimento foram colocados

em dois beckers numa estufa a 90° C por 48 horas. O célculo da agua renal foi

dado pela diferenca do peso mido (antes de colocar na estufa) e do peso seco dos

rins. Posteriormente eles foram colocados em cadinhos e incinerados a 550°C por

12 horas. Em seguida colocou-se 0,2ml de Acido nitrico mais 2ml de 4gua

bidestilada sobre as cinzas tendo sido estas aquecidas a 100°C por 2 a 3 minutos,

-89



Apobs esta etapa o contetdo dos cadinhos foi diluide em 10 ml de agua bidestilada;

nesta fase foi realizada a leitura de sodio e potéssio no fotometro de chama. A
composicdo tecidual de potassio foi calculada através da seguinte formula:
Kt (uF
Kt = potassio tissular

Dk (uEgmb= conceniracio de potassio na amostra diluida

/g peso seco rim)= Dk+.10/peso seco dorim

Métodos Analiticos

1. Dosagem de eletrdlitos: as dosagens de sédio e potassio em amostras de

wrina e perfusato foram realizadas por fotometria de chan

modelo 443)

13 (Flame Photometer -

2. Dosagem de inulina: as dosagens em amostras de urina e perfusato
foram realizadas pelo método de hidrdlise direta conforme Gronow (1979) e
Fonteles et al. (1982) com modificactes, reduzindo as quantidades de amostras e
reagentes utilizados. Em tubos de ensaios previamente marcados foi adicionado
1,0ml de NaOH IN. Em seguida, com auxilio de uma micropipeta, adicionou-se
30pI de urina, perfusato ou 4gua bidestilada (para padrio zero) de acordo com a
amostra contida no tubo de ensaio; misturou-se o contetido em um aparelho
votex-mixer (agitador). As amostras foram entdo aquecidas a 100°C por 20
minutes e em seguida fransportadas para resfriamento a 4°C na geladeira
durante 30 minutos. Na etapa seguinte, acrescentou-se nos mesmos tubos 3,0 ml

de difenilamina, levando-os ao ‘aparelho misturador’. as amostras foram

novamente submetidas a um aquecimento a 100°C e a resfriamento a 4°C.
Finalmente, fez-se a leitura das densidades Opticas das amostras em um
espectrofotometro (UNICAN) a 620 nantmetros (nmy).

3. Medida da Osmolalidade: as medidas da osmolalidade nas amostras de
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erminado o experimento o rim perfundido (direito) e o rim controle
(@squerd@); foram clivados, fixados em formol a 10% e posteriormente submetidos
a um processo de desidratacio e diafanizac8o para posterior confeccdo de cortes
com 5 ym de espessura. A seguir os cortes foram corados em hematdxilina e

eosina. O estudo das l4minas foi realizado através de microscopio dptico (Aus

Jena - modelo Ergov

Anjlise Estastistica

Os resultados experimentais obtidos neste trabalho estfo apresentados
erh média e erro padrdo da média (E.P.M.). A comparagio dos tempos a cada 10
minutos foi realizada entre os grupos controle x veneno, controle x BN 52021,
controle x WEB 2086, controle x indometacina, e os grupos entre si.Para analise
estatistica utilizou-se a anlise de varidncia médtipla com o teste de significancia
de Fisher (95% de significdncia), no computador Macintosh Plus usando o
programa Statview 512. O teste "t" pareado de Student foi aplicado para analise
estatistica do potassio e sodio tissulares, dos rins controle e perfumdidos, nos

grupos experimentais, usandc ¢ mesmo programa e o computador

descritos anteriormente.
A analise estatistica utilizada permitiu avaliagbes da ocorréncia de
" alteractes fimcionais renais durante o periodo de perfuséio. Correlacdo linear e o

grau de inclinacdio da reta foram realizados entre algums parémetros funcionais

renais.






Estudo comparativo dos par

Experimentos preliminares foram realizados na presenca de 2, 4 e 6 g%

de albumin

A bovina com a finalidade de avaliar pardmetros funcionais no rim

isolado de rato, usando quatro animais para cada grupo. A coleta de amostras

obedeceu aos critérios descritos anteriormente em material e método.

Na comparacdo enfre os grupos controle com 2, 4 e 6 g% de albuming,
verificourse que os melhores pardmetros renais foram obtidos com 6 g% (tabela
3). Portanto, a significAncia estatistica (ANOVA-Fisher) obtida apfs esta
comparacio justificou a escolha da concentracioc de 6 g% de albumina a ser
adicionada as solucdes dos demais experimentos (figiras 5 e 6). Estes resultados
corroboram aqueles publicados anteriormente por Moreira Lima (1985) e Moraes

(1984) para rim de rato e coelho respectivamente.

Tabela 3: Comparacio de fluxo urinério (FU
glomerular (RFG) e da

conirole com concentraches vas

), do ritmo de filtracio
ido (TNa‘) dos

ina.

fracio de s6dio reabsorv

is de A

Albumina  Fluxo Urinario RFG TNa*
©%) (mlg-lmin-)  (mlg-Lmin-}) (%)
1 2 0,23520,010 0.8620.08 12,62 5,71
2 4 02330014  0.97£0.09 76,94 £ 3,07
3 6 0,260 + 0,008* 1.13£0.06* 18,30 + 1,45°

* Significincia de 95%
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orupo estdo apresentados nas tabelas 4 e 5. Na tabela

4 a preparacio com 6 g% de albumi

2 hao apresentou alteraches significativas
durante o tempo de perfusdo. A pressdo de perfuséo, a resisténcia vascular renal

(RVR), o fluxo urinério, o {ransporte de

sodio e a fragfio de s6dio reabsorvido

permaneceram estaveis durante todo o periodo de perfusdo (90 minutos).

Apesar do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) ter apresentado wma
ligeira queda nos (ltimos 20 minutos, a comparagio dos dados nfo revelou
significAncia estatistica (tabela 4). Para se encontrar os valores reais, os dados
relativos a PP devem ser subtraidos dos valores encontrados na ponta da cinula.

A reabsor¢ao de sédio mostrou-se muito estével variando em torno de 80%.

A tabela 5 apresenta outros pardmetros fimcionais de rins de rato na

livie o

presenca de 6 g% de albumina (n=4), que sfo o clearance de agua

transporte proximal e distal, e o percentual de transporte de sédio reabsorvido
nestas regides. A analise estatistica revela uma melhora funcional com a
progresséo da perfusdo. H4 um aumento do CH9O do pTNa™ a partir dos 50
minutos. O percentual pTNa* ndo apresentou alteracdo. O dTNa* e percentual

dedTNa* apresentaram aumento a partir dos 40 minutos.

Efeitos do Veneno de B

Os resultados estdo sumarizados nas tabelas 6 e 7. O estudo do efeito do

veneno de 5. jararaca fol realizado com véarias conceniracbes do mesmo, com o
proposito de avaliar uma relacéo dose efeito (0,25 mg, 0,5 mg, 1 mg e 2 mg) afim

de se avaliar arelacfio dose efeito (n=4 para cada dose).
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Tabela 4: Parfmetros fonmcionais de rins perfondidos com solucio de Krebs-Henseleit na presenca de
albumina {controle, n=4}.
Tempo ppl RVRZ FU3 RFG1 a0
{rain} {ramHe} {mmﬁ@ml‘i,g“i,min&} {mi,g‘l,mm“i} {ml.g"l.min“l} %&E%g“iamm“z}

10 148,75+ 4,27 6,42 + 0,65 0,20 + 0,06 0,92+ 0,24 105,83+ 28,85° 78,20 2,21
2 148,75+ 4,27 6,42 + 0,65 0,24 + 0,06 0,97+ 0,23 110,60+ 28,92° 7715+ 2,27
30 148,75+ 4,27 6,42 ¢ 0,65 0,26 = 0,06 1,12+ 0,23 133,93+ 31,04 77,70+ 1,93
40 148,75+ 4,27 6,26+ 0,72 0,26 + 0,06 1,11+ 0,24 132,40+ 32,67 7758+ 221
50 148,75+ 4,27 6,26+ 0,72 0,28 £ 0,05 1,24+ 0,24 149,85+ 52,40 78,25+ 2,20
60 148,75+ 4,27 6,26+ 0,72 0,28 £ 0,05 1,23+ 0,23 149,40+ 31,39 79,03 2,37
70 147,50 4,33 6,26+ 0,72 0,28 £ 0,05 1,22+ 0,20 149,70+ 28,04 79,50+ 1,31
80 151,25+ 3,15 6,36 = 0,67 0,28 £ 0,05 1,21+ 0,14 147,50+ 20,94 79,50+ 1,31
90 151,256+ 3,15 6,719+ 0,74* 0,27 £ 0,05 1,19+ 0,16 146,00+ 22,94 79,58+ 1,36

{1} Pressio de Perfushio: deverfo ser subtraidos 28mnHg dos walores descritos para se encontrar os valores reais (2} Res

dbneis Yasoulay Renal: deverfo ser

subtraidos 3mmHe.mi-Lg-Lmin-1; (3) Fluxoe Urindrio: {4) Ritrno de Filivagio Glomerular; {5) Transporte de sédio; (63 Percentual de sédio transportade.
* Significineia a 5%
Os dados expressarm & média e o eveo padrfo da robdia dos resultados obtidos em quatro experimentos.



nseleilt na presenca de

Tabela 5 Param

trole, n=4).
Tempo BpTHNa3 dTNad

(rnin) ﬁpﬁqng“igmm“ﬁ}
10 0,003+ 0,04 106,13+ 29,06 71,132 1,57 1,25+ 0,61 2,85+ 2,80
20 0,003 + 0,08 110,28+ 29,62 74,94+ 1,39 2,142 034 1,55+ 3,88
30 0,012z 0,01 132,05+ 51,13° 76,50+ 1,12 1,713+ 1,34 9,08 £ 4,37

40 0,022+ 0,012 128,95+ 32,26 74,23+ 1,56 3,18 £ 1,63° 8,26 + 5,62*
o0 0,031+ 0,011" 145,20 32,10* 76,48+ 1,43 4,56+ 1,48* 11,24+ 4.20°
(] 0,025+ 0,011* 145,33+ 51,13 78,23+ 1,64 3,75+ 1,61° 590+ 438
70 0,027 ¢ 0,006* 145,35+ 27,44% 77,28+ 1,27 4,18+ 0,98° 9,90+ 2,35*
80 0,025 ¢ 0,008* 146,00+ 18,55 71,30+ 1,66 3,91+ 1,44° 8,56+ 2,25*
90 0,027 £ 0,010 141,50+ 22,22 77,28+ 1,60 4,35+ 1,72° 990+ 271*

{)Clearance de dgua livre; (2)Transporte Proximal de 54dio; (3) Percentual de Transporte Prowimal de 55dio; {4) Transporte Distal de 5édio; {5) Percendual de

Transporte Distal de Sédis.
#* Gignificincis 2 B%

Osdados expressam a médis e o ervo padrio da média dos resultados obtidos em quatye experimentos.




O veneno foi colocado aos 30 minutos da perfusdo e observados fluxos
wrinérios e pressio de perfusdo. Posteriormente foram avaliados as fumgtes
renais Jz vifro apbs as dosagens dos pardmentros renais. Com esta metodologia,
os 3 primeiros mimmios fimcionavam como controie inferno do proprio
experimento. Com os dados do fluxo uriniric e pressdo de perfusdo
estabelecemos wma curva dose-efeito com avaliacfo de significincia entre os

valores exiremos.

A colocacdo do veneno na perfusdo aos 30 minutos apresentou alteracbes
nos principais pardmetros renais, conforme a conceniracdo empregada, guando

comparado ao grupo controle e ao controle inferno do préprio experimento.

A comparacdo do veneno nas diversas doses apresenitou significincia
estatistica pelo teste de Fisher entre as doses de 0,25 mg, 0,5 mg, 1 mge 2 mg
(figaras 7 e 8). Escolhemos a dose de 1 mg do veneno como padrio nos oulros
experimentos por apresentar significincia estatistica quando comparada ao
controle interno do experimento nos 30 minutos iniciais (Tabela 6). Analisando
estes resultados observamos uma queda na PP, RVR, no FU, RFG, TNa* com

discreta recuperacdo nos Ultimos 20 minutos da perfusdo. O percentual de

transporte de sddio apresentou diminuicio a partir da colocacdo do veneno com
significancia estatistica, quando comparado ao controle interno do experimento.

A pressdo de perfusfo demonstrou queda acentuada. A resisténcia vascular

renal diminuiu 20 minutos apés a colocacdo do veneno, com recuperacio nos

Gltimos 20 minutos.

2 s 3

As figuras 7 e 8 demonstram gue a diminuico de fluxo wrinério e

presséo de perfusio por unidade de tempo, nas diversas concentracdes de veneno,

séo proporcionais ao aumento das doses, principalmente nas doses menores.
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& ﬁ@ ﬁmg @@ veneno de 5. jararaca (n=4).

ndidos com solucio de Kr

ebs-Henseleit na presenca de

Tempo ppl R2 FUS TNa®
{rain) {mmHg) {mmHg?mﬁ“iug“i,min“ Ly {mi“g'i.mm" Iy imlng'iamih‘ Iy {pﬁq,g“’g’,mm“i}
10 146,00+ 4,24 5,69+ 0,16 0,15 0,02 0,61 £ 0,07 64,50 9,08 74,102 3,00
20 146,00+ 4,24 5,61+ 0,32 0,16 + 0,02 0,62+ 0,05 66,33+ 7,24 75,80+ 3,43
30 146,00+ 4,24 5,61+ 0,32 0,17+ 0,02 0,70 £ 0,06 74,70+ 8,41 77,03+ 2,85
40- 130,00« 5,77 4,97+ 0,34 0,16 £ 0,08 0,53+ 0,09 52,73 + §,80* 73,10 1,02
50 113,00 1,73* 4,32+ 0,26* 0,07+ 0,02° 0,18 = 0,06° 16,20 + 6,09* 69,03+ 0,77
60 101,50+ 6,95* 3,92+ 047 0,04+ 0,01* 0,07 £ 0,02° 5,30+ 2,73* 69,69+ 2,49
70 100,50% 10,51° 3,90 0,61° 0,02 = 0,05* 0,06 + 0,02* 599+ 1,78 67,30 ¢ 3,33°
80 102,80+ 13,24° 4,12+ 0,82° 0,04 + 0,05* 0,16 + 0,06° 9,34+ 1,49* 62,03 £ 5,90°
30 105,50+ 15,95° 4.41+ 1,00° 0,07+ 0,01* 0,25+ 0,07° 12,29 % 6,42¢ 65,90 + 3,88°

{1} Pressfo de Perfusie: ¢ &mm@ ser subtraidos 28mmHg dos valoves desoritos para encontray os valores reais {2} Resisténeia Vasculay Kenal: deverfio ser

subtraidos 2raralg/ml™ ig L snin® L¢3y Fluxo Urinério; (4) Ritmo de Filtragfo Glomerular; (5} Transporte de sodio; {63 Percentual de s6dio transportado.

*Lignificincia a 95%
Qs dados expressarm a médis e 0 ezvo padrio ds medis dos vesultados obtidos e quatyo experimentos,




Tabela 7: Pardmetros foncionais de rins p%ﬂ’mﬁuﬁ@g com gﬁﬁuga@ de
albumina e ﬁe Img de veneno de & jararacs . Funcio distal e se

lemseleit na presenca de 6g%
@n‘im‘ {(n=4).

Tempo pTNaZ %pTNa3
{mi.g“i.min'i} @Eq.g“l.min”i}
10 0,009+ 0,010 62,08+ 539 75,15 2,69 1,22+ 0,73 5,63+ 2,77
20 0,013z 0,005 64,50 8,39 74,50+ 2,61 1,82+ 0,35 9,44+ 0,61
30 0,012+ 0,005 72,48+ 6,93 74,75+ 2,40 2,17+ 0,43 9,03+ 1,05
40 0,017+ 0,004 50,45 8,33 68,80+ 1,42 2,26+ 0,25 10,20+ 0,74*
o0 0,021+ 0,033 15,45+ 8,60* 50,74z 15,18 0,75+ 0,34* 5,82 £ 2,56
60 0,001+ 0,001° 5,08 £ 5,78* 41,70+ 25,33° 0,24 + 0,04* 6,42+ 1,88
{0 0,002+ 0,002° 5,60+ 1,82* 52,55+ 12,67° 0,34 £ 0,16* 6,09« 1,49
50 0,005 0,004 8,64+ 1,44° 49,20+ 11,09 0,72 + 0,30* 6,77x 1,27
90 0,008 + 0,005 11,18+ 6,65* 4458+ 18,47 1,11+ 037 6,94 £ 1,55

{D3Clearance de bgua livre; (23 Transporte Provimal de S4dio; {3) Percentusal de Transporte Proximal de Sédio; {(4) T'rans

Transporte Distal de Sédio.

*Significincia a 5%

Osdados expressara o médis e o ervo padriio da média dos resultados obtidos ern quatyo experimentos.

porte Distal de S6dio; (5) Percentual de



As figuras 9 a 12 comparam o fluxo urinério, o RFG, a pressdo de
perfusédo e o percentual de sodio transportado nos rins confrole e naqueles gue
receberam 1 mg de veneno aos 30 minutos de perfusdo. Conforme pode-se

observar todos os parémetros sofrem uma queda acentuada nos rins tratados.

A tabela 7 ilustra as alteracbes renais de clearence de agua livre,
tranporte proximal de sbdio, percentual de transporte proximal de sédio,
transporte distal de sodio e de transporte percentual distal de sbdio. O pTNa* e a
fracdo proximal de sbdio reabsorvida (pTNa') apresentaram queda acentuada
apos a colocagdo do veneno com significAncia a partir dos 50 e 60 minufos
respectivamente. O dTNa* apresentou queda acs 50 minutos com discreta
recuperacdo nos Gltimos 10 minutos e alteracdo significativa no percentual de
dTNa* apenas aos 40 minutos, A diferenca nos valores do clearance de dgua livre
apresentou significAncia somente aos 60 e 70 minutos guande comparado aos

primeiros 30 minutos de perfuséo.

Efeitosdo BN 52021

Os resultados deste grupo estdo aprentados nas tabelas 8 e 9. Apos
observarmos as alteracdes causadas pelo veneno de £, jararaca (1 mg), tentamos
bloquear os efeifos descritos acima. Inicialmente usamos BN 52021, um
antagonista do PAF, na concentragdo de 0,Img/ml colecado no inicio do
experimento (fempo zero). Aos 30 minutos colocamos o veneno na dose descrita
anteriormente. Observamos que ndo houve blogueio dos efeitos do veneno em
varios parametros como demonstra a tabela 8. Desta tabela notamos também que
a PP, RVR, RFG, FU, TNa®*, percentual de TNa*, continuaram caindo mesmo
com o uso do BN 52021, apds a colocacdo do veneno. A comparacdo dentro do

proprio experimento considerando os 30 minutos inicisis como controle mostrou
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Tabela &: Par

ionais de ring perfundidos com solucio de K

ebs-Henseleit na presenca de

albumi mg de BN 52021 ¢ Img de veneno de & jararaca (n=4).
Tempo ppl Fu3 RFGY TNa®
{roin} {menHg} {mmﬁg,mﬁ“i.gd,mim‘zﬁ {mi'g“gnmﬂa"ib {mi.g“iamm%} {pgq.g“iﬂmin“i}
10 137,50 5,06 4,39+ 0,39 0,24 + 0,05 1,01+ 0,16 106,40+ 17,49 79,67+ 1,63
20 137,50+ 5,06 4,25+ 0,26 0,25+ 0,05 1,16+ 0,17 128,88+ 17,13 80,90 1,56
30 137,50+ 5,07 423 + 0,26 0,30 £ 0,07 1,26+ 0,27 131,85+ 24,45 79,73+ 1,51
48 121,50+ 4,34* 3,73+ 0,21* 0,24+ 0,08 0,98 + 0,30 102,63+ 27,22° 79,67+ 291
50 105,50+ 4,86* 3,25+ 0,15* 0,16 + 0,09* 0,51+ 0,34* 47,96 + 33,24* 64,77 ¢ 5,92¢
60 100,50+ 3,69* 3,06+ 0,13* 0,111 0,05 0,35+ 0,18* 33,70+ 18,70* 63,10+ 7,90°
70 101,50+ 4,57* 3,11+ 0,15 0,11+ 0,06* 0,29+ 0,14* 24,55+ 12,63* 63,73+ 1,82°
80 104,00 5,08 3,19+ 0,16* 0,13+ 0,07 0,30 0,16* 21,87+ 13,84° 02,30+ 5,61°
30 106,00+ 5,03 3,25+ 0,16° 0,16 + 0,08* 0,36 £ 0,19* 27,88+ 16,64° 55,20+ 1,19

{1} Pressio de Perfusfo: deverio sey subtrsidos {TrunHy dos valoves deseritos pava encontray os walores reais {2 Resisténcia Vasculay Renal: deverd ser
subtraido immﬂg.mi“ﬂgg“i,mm“ 1, ¢33 Fluso Urindrie; {4 Ritro de Filtragio Glomerulay; {5) Transporte de sédio: {6) Percentual de sodic trans

*Significincia 2 95%
Os dados expressar a média e o erropadrio da média dos resultados obtidos era quatre experimentos.

portado.




significdncia a partir de 40 minutos para a PP, a RVR, o TNa+. Aos 50 minutos
mostrou significAncia para o FU, RFG e percentual de TNa*. Portanto, estes

efeitos foram semelhantes ao obtido pelo uso isolado do veneno.

Nas figaras de 13 a 16 os graficos apresentam fluxo wrinrio RFG, PP e
percentual TNa em fimgdo do tempo comparando os dados obtidos em rins que
receberam 1 mg de veneno aos 30 minutos de perfusdo em Krebs-Henseleit com
aqueles previamente perfundidos com Krebs + BN 52021. Os 30 minutos que
precederam a aplicacdo de veneno mostram o efeito do BN 52021 sobre a
preparagdc na mesma dose. Podemos observar uma leve protecio
(estatisticamente nfo significante) nos dois primeiros parametros. Quanio aos
demais, os resultados obtidos mostram-se favoraveis a auséncia de protecdo do
BN 52021 emrelacdo aos efeitos da peconha de 5. jararaca .
ite forma:

TN

Natabela 9, os oulros pardmetros se apresentaram da se

CHo0, constante durante toda perfusio, com excecdo apenas aos 80 minutos onde
apresentou queda com significAncia estatistica. O pTNa™ e o percentual de
pTNa* apresentaram queda aos 50 e 60 minutos respectivamente, comportando-
se de forma semelhante ao veneno quando usade isoladamente. O dTNa™ e o
percentual de dTNa* apresentaram discreto aumento (sem significincia
estatistica), ap6s 10 minutos da colocacdo do veneno, refornando aos pardmetros
iniciais o gue também foi observado com o uso isolado do veneno. No entanto
notou-se que o grupo tratado com BN 52021 (tabela 9) ndo apresenta queda dos
parimetros, exceto aos 80 minuios, o que difere do dTNa* no grupo tratado com o
veneno (fabela 7), no qual observamos a queda deste pardmetro a partir de 50
minutos com discreta recuperacdo aos 90 minutos. O percentual de dTNa*

também nio apresentou queda no m@ tratado com BN 52021.
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Figurs 16: Comparacio enlre o percentual de sédio transportads de rins
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elros

na, img do veneno de &. jar:

funcionais de rins perfundides com solugio de Kr
g de BN 52021

bs-Henseleit na presenca de 6
cdo distal e se;

Tempo

frnin}

pTNa2

{qu.g‘i.mm’ Iy

%pTNa3

mﬁq,g“iamm“ Iy

dTNad

10
20
30

4G

50
60
70
80
S0

0,010+ 0,010
0,013+ 0,014
0,022+ 0,014
0,021+ 0,013
0,018+ 0,026
0,007 £ 0,007
0,006 + 0,014
0,002 + 0,005
0,006 + 0,010

105,23+ 17,09
122,50+ 14,62
128,93+ 23,80
99,33 = 26,00
45,64 + 31,76
32,77+ 18,95°
23,74+ 13,04°
21,58 = 13,85*
27,08+ 16,12°

77,90+ 1,88
80,08+ 1,83
78,03+ 1,53
76,90+ 2,43
51,30+ 11,06
43,30+ 17,55*
40,33 + 18,79*
32,65+ 18,81*
29,65+ 21,88*

1,28 + 0,67
1,71+ 0,91
2,90+ 0,85
3,252 1,19
2,40+ 1,65
0,93+ 0,47
0,81+ 0,96
0,28 + 0,36*
0,78 £ 0,73

3,45+ 1,96
3,82+ 2,76
7,232 1,17
10,60+ 1,34
11,34+ 3,35
11,14+ 4,53
9,34+ 9,03
3,30+ 3,39
3,35+ 3,10

{1} Cleavance de Agua livre; (2)Transporte Proximal de Sédio; (3) Percentusl de Transporte Proximal de Sédio; {4 Transporte Distal de Sédio; (53 Percentual de

Transporte Distal de Sédio,
*Significineis & 95%
Osdados expressam a médis e 0 exropadrfic da média dos resultados obtidos ern guatyo experimentos,



Efeitosdo

2086

Os resultados deste grupo estfo apresentados nas tabelas 10 e 11. Como
néo obiivemos blogueio com o uso de BN 52021, coniinuamos iesiando oiiiras
substancias na tentativa de conseguir bloguear os efeitos deletérios do veneno.
Utilizamos entdo WEB 2086 (0,1mg/ml) da forma descrita anteriomente. No inicio
do experimento e aos 30 minutos colocamos a mesma dose do veneno. A tabela 10
demonstra 0s seguintes resultados: a PP e RVR continuaram caindo ap6s a
colocacdo do veneno ndo tendo havido portanto qualguer protecdo pela andlise
desses pardmetros que se comportaram de forma semelhante ao grupo tratado
apenas com ¢ veneno. Na tabela 10 ainda, o fluxo urinério e 0 RFG apresentaram
queda discreta, embora sem significAncia estatistica, com recuperagdo seguida
de aumento acentuado na diurese e no RFG. As outras variaveis (transporte de
sodio e o percentual de TNa't) observadas mostram as mesmas quedas

acentuadas causadas pelo veneno e portanto, auséncia de efeito protetor do WEB.

Nas Figuras de 17 a 20, comparamos os valores obtidos para o fluxo

urindrio, RFG, PP e percentual de TNa* em fumgdo do tempo de exposicio ao

veneno em rins perfundidos apenas em Krebs-Henseleit comparado aos mesmos
pardmetros avaliados em rins perfundidos com Krebs-Henseleit mais WEB 2086,
Os 30 minutos que precederam a aplicacio do veneno mostram os efeitos isolados

do WEB 2086 sobre esta preparacdo. O fluxo urinario e o RFG demonstraram que

ha um blogueio estatisticamente significativo do efeito do veneno apés colocacéo
doWEB 2086 (figuras 17 e 18). O percentual de TNa* néo apresentou bloqueic ao
efeito do veneno, demonstrando uma queda ainda mais acentuada (figura 20).
Quanto 4 pressio de perfusio os efeitos do WED 2086 que se iniciam apenas aos 60
minutos parecem demonstrar uma leve protecdo, que nfo é estatisticamente

significante (figura 19).
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Tabela 106: Par

ionais de rins perfundidos com solucic de Krebs-I

de WEB 2086 ¢ lmg de veneno de 5. jarars

ca . (n=4)

ienseleit na presenca de 6

Tempo ppl VR Fu3 RFG4 TNa®
{rning {mmHe} {mmﬁgﬁml“i.g“i‘mm“i} {miug“iamm“i} {ml.g"iomin" E} {qu,g“iumm“ 1}
10 143,50 5,85 4,39+ 0,72 0,22 + 0,09 0,75+ 0,39 66,66+ 7,86 76,28 + 1,39
20 146,00+ 7,17 4,14+ 0,61 0,20 = 0,07 0,812 0,27 ob,76 1,91 74,65+ 1,24
30 146,50 7,23 4,15+ 0,61 0,21+ 0,07 0,81 £ 0,27 55,73+ 0,97 72,95 1,79
40 128,50« 6,95* 3,65+ 0,51* 0,16 0,07 0,57+ 0,23 35,36 2,62 72,15 0,52
50 113,50+ 5,85* 3,20 ¢ 0,44* 0,15+ 0,08 0,44+ 0,31 8,78 + 4,64* 43,60 + 13,08°
60 115,00+ 5,80* 3,26 + 0,49* 0,192 0,10 0,59+ 0,40 13,10+ 7,12° 48,55+ 10,46°
70 116,00+ 6,38* 3,29+ 0,48* 0,22+ 0,09 0,60 £ 0,36 15,64+ 9,13* 43,77+ 12,49°
80 116,50+ 6,60* 3,31+ 0,46° 0,332 0,12* 0,89 0,53 21,82+ 13,52° 42,27+ 14,64°
90 118,50+ 7,41 3,31+ 0,48 0,43+ 0,11% 1,18 £ 0,51*¢ 04,56 + 21,83* 53,30+ 11,49°

{1} Pressio de Perfusio: deverdo ser subtvaides 23mmHg dog valores desovitos para encontray os valoves reais (2 Resisténeia Vasculary Renal: deverd ser

subtraido immHgﬁﬂ’mi“}ng“ ! min j‘; {33 Fluxe Urinario; {4) Ritro de Filtragio Glomerular; {53 Transporte de sddio; (6} Percentual de sédiotran

*Significdncia s 5%

Os dados expressarn a média e o exvopadrio ds média dos resultados obtidos em quatyo experimentos.

sportadeo.



Tabhela 11: Paris
albuo

etros [

wionais de rinsg

va, Img de veneno de & jarars

Ky Henseleit na presenca de
g de WED 2086. Funcio distal e segmentas

Tempo

{mmind

C
{ml.g”

1

pTHal
{pEq.2” ! yninty

dTNad
{yﬁq,gdemm"i?

10
20
30

40
a0
60
10

80
8¢

-0,012 2 0,006
-0,013 £ 0,007
-0,015% 0,011
-0,007 2 0,007
-0,004 £ 0,006°
-0,002 0,010*
-0,005 + 0,009°
-0,008 £ 0,012
-0,004 + 0,007°

65,37+ 9,71
98,17+ 2,32
57,10+ 0,64
36,17+ 2,58*
9,06 ¢ 5,38°
12,89+ 8,76*
15,49 + 10,90%
22,22+ 15,62°
54,73 + 25,51

77,09+ 1,87
76,38+ 1,12
74,80+ 1,37
73,80+ 1,21
45,39+ 12,49*
46,75+ 12,29*
43,072+ 13,42°
43,25+ 14,44*
53,45+ 11,707

-1,74 £ 0,45
-1,83 + 0,53
-2,13 + 0,83
-1,15% 0,50
0,71 £ 0,44*
-0,38 £ 0,74*
-0,46 0,68
-1,30 £ 0,90
-0,66 + 0,47*

-1,88 £ 2,96
-1,30 + 1,59
-1,03 % 1,54
-5,40 £ 2,85
-3,10 % 0,57
1,32+ 327
0,075+ 1,77*
-1,95 + 0,62
0,68+ 0,70°

{1} Clearance de dgua livre; (2)Transporte Proximal de Sodio; {3 Percentual de Transporte Proximal de Sédie; (4) Transporte Distal d« 56dio; (53 Percentual de

Transporte Distal de Sédie.

*Gignificincia s 5%

Osdadoes expressarm & médis e o exro padrio dos resultados obtidos em quatyo experimentos.
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adicionado WED 2086 previamentie ao venene.



Na tabela 11 os parfmetros dependentes do clearance osmolar se
comportaram da seguinte forma: o CHyO, dTNa* e Percentual de dTNa* se
apresentaram negativos com excecio do percentual de dTNa™ aos 60 e 70 minutos
da perfusdo. O pTNa* e o percentual de pTNa* apresentaram queda com
recuperacio no fim do experimento com significincia a partir de 50 e 40 minutos

respectivamente.

Efeitos da Indometacinag

Os resultados destes grupos estio demonstrados nas tabelag 12 ¢ 13, A

indometacina (1 mg) foi testada mantendo-se 0 mesmo protocolo experimental.

Na tabela 12, observa-se que a RVR e PP apresentaram alteracfes gquando
comparados ao controle interno da experiéncia, tendo-se observado um efeito
semelhante ao do veneno isolado. O flixo windrio e RFG ndo apresentaram a
queda caracteristica observada no grupo tratado com wveneno, sendo que nos
Gltimos 20 minutos houve aumento da diurese, bem como do clearance de
inulina. Demonstra-se assim, wn blogueio total ao efeito do veneno em relacso a
esses paramétros, embora hajs apenas um blogueio parcial na pressio de
perfusdo. O TNa* e o percentual de TNa* apresentaram uma queda acentuada
que se manteve até o final do experimento, a exemplo do que ocorre com ¢ veneno.
A PP continuou apresentande gueda apés colocacdo do veneno. Com esses dados
pode-se observar que a indometacina blogueou o efeito do venenone FU (figura 21)
e RFG (figura 22), ndo alterando entretando o TNa+ e percentual de TNa+ que se

comportaram de maneira semelhante dquela observada com o veneno (figura 29).

V50 houve blogueio ao efeito de dimin
24.

wigdo da PP como se pode observar na figura



Tabela 12: Parim mdidos com miﬂ@a@ de Rrebs-Henseleit na presenca de B6g¢
albr de veneno de & jararacs . (n=4)
Tempo ppl Fu3 TNa®
{reing {ranHg) {mmHgﬁmﬁ“iug“la“E} imiﬂg“iumm“i} mﬁqag‘”ismm“i}

10 154,67+ 2,91 6,36 ¢ 0,53 0,17+ 0,0 0,53 + 0,08 49,57+ 17,05 61,50 6,31
20 154,67+ 2,91 6,80 0,17 0,19+ 0,03 0,57+ 0,16 37,77+ 5,67 61,10 6,24
30 154,67+ 2,91 6,80+ 0,17 0,20 £ 0,03 0,62+ 0,19 38,47x 3,74 61,832 6,60
40 146,67+ 7,69 6,42+ 0,34 0,20+ 0,05 0,49 + 0,28 2420+ 473° 57,831 7,23
50 138,00+ 11,06* 6,07+ 0,51 0,22 + 0,06 0,50 £ 0,23 16,87+ 5,29° 46,07+ 11,55
60 126,67+ 10,91° 5,57+ 0,51° 0,22 + 0,05 0,47+ 0,24 10,33+ 597 44,07+ 13,45*
10 116,00+ 7,02* 5,10 0,34° 0,27 £ 0,08 0,62+ 0,37 8,76 8,02* 42,47+ 17,05°
80 114,67+ 7,69* 5,04+ 0,37 0,31 0,10° 0,722 0,44 8,25+ 8,37 46,33 ¢ 5,38
90 120,00+ 12,00* 4,72+ 0,03 0,38 0,12° 0,81+047 11,08+ 12,12° 42,33 + 14,99*

{13 Pressfo de Perfusiio: deverdo ser subtyaidos 3drmmHg dos valores deseritos para encontrar os valores reais {2) Resists

nois Yasculer Renal: deverio ser

subtraidos Smmﬁgfmi“iag“i.mm“ L, {3} Fluxo Urindrio; {4) Ritmo de Filtragiio Glomerular; {5) Transporte de sédio; (6) Percentual de sédio transportado.

*Significincia a 95%

Oz dados expressam a média e o exvo padrio da média dos resultados dbtides em quatro experimentos.



Tabela 13: Pardmetros

fomcionais de rins perfundidos com solucfio de Krebs-Henseleit na

na, img de veneno de #. jararsca e Img de Indometacina. cdo distal e nep

Tempo CH»0! pTNal opTNad dTNald
{oning {mﬁxg“itmim“ 1 {;&Eqag"jumm‘i} {gAEqag"’i,mm’i}

10 -0,020 £ 0,015 01,70 16,27 68,93 ¢ 5,13 -3,06 1,12 -15,30 ¢+ 8,48
20 -0,003 + 0,013 39,15+ 5,32 63,10 £ 3,30 -0,44 + 1,00* -1,38 + 4,01*
30 -0,080 + 0,006 39,33 3,58 63,20+ 4,55 -1,12 £ 0,35° -3,07 £ 1,03°
@ﬂfé -0,011 + 0,007 25,70 + 5,31* 57,06+ 5,92 -1,66 + 0,48 -4,83 + 2,36°
50 0,005+ 0,006 16,57 5,40° 44,18+ 8,36 0,75+ 0,48* 2,042 091°

60 -0,004 + 0,004 11,06 = 6,13* 36,84+ 12,67 0,62+ 0,27 -1,84+ 1,74°
70 -0,001 + 0,006 8,72+ 7,68 30,60+ 16,70° -0,26 + 0,44* -0,89+ 1,27°
80 -0,004 + 0,007 8,24 + 830" 28,10+ 17,83 -0,55 £ 1,13° -0,95 + 0,87°
S0 -0,016+ 0,036 10,82+ 11,88* 21,70+ 25,97 0,17+ 0,19 -3,11 ¢ 3,48°

{1} Cleavance de agua livre: (£ Transporte Proximal de Sédio; (3} Percentual de Transporie Proximsal de Sidio; {4) T'ransporte Di Sodio; (53 Percentual de

Transporte Distal de Sédios.
*Significincis 8 95%

Os dados expressam s médis e o ervopadrio da média dos resultados cbtidos svn quatro experimentos.
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Quanto aos outros parfmetros (tabela 13) observamos que o clearance de

agua livre (CH,0), 0 dTN ateo percentual de dTNa™ se apresentaram negativos

exceto os valores de dTNa* aos 50 e 90 mins, diferentemente do que ocorreu com o

uso isolado do veneno. O pTNa e o percentual TNa* se apresentaram mais baixos

j& aos 30 minutos, pela presenca da indometacina, Qu

Os dados experimentais da excrecio de ions potassio estdo apresentados
nas tabelas 14 e 15. O potassio transportado (TK*) e o percentual de potassio

transportado (%TK*) permaneceram constantes nos experimentos controle.

Nos experimentos nos quais utilizamos o veneno (1 mg houve gueda

acentuada destes parametros (figura 25).

Com o uso do BN 52021 no inicio do experimento, observamos que apés

colocacdo do veneno ndo houve bloqueio, apresentande uma gqueda menos
acentuada do TK* e percentual de TK* semelhante a do uso isolado do veneno

(figura 26).

OWEB 2086 demonstrou blogueio total aos efeitos do veneno em relacdo ao

TK, porém apresentou queda do percentual de TK (figira 26).
O uso da indometacing promoveu uma queda do tranporte de potassio

comparada ao controle no inicio do experimento, que se acentuou apds a

colocacéo
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ndidos corn solucfo de Krebs-

amina {(controle), img de veneno de #. jararsca , BN 52021, 1

sporte de potassio {’E‘E@E@m perfusiioc de rins isolados de ratos per
de alb

Tabela 14: Trans

Henseleit na

presenca de bg8

de WED 2086 ¢ Img de indometacina. {(n=4)

Tempo Controle YVeneno BN 52021 2086 Indometacina
10 2.79+0.9 2.15x0.3 3.54£1.01 3.7521.71 1.8620.68
20 3.0£1.01 2.21+0.24 4.28+0.81 3.23+1.37 1.4620.28
30 3.5321.01 2.52+0.26 4.44+0.86 3.17+1.39 1.49+0.20
40 3.5621.04 1.7520.30 3.45£1.0 2.32x1.17 0.90:0.16*
50 4.0:1.01 0.49+0.17* 1.75¢1.17* 1.78+1.45* 0.61x0.16°
60 3.96x0.94 0.24+0.06* 1.32+0.78* 2.35+1.85 0.3620.19*
70 3.99+0.89 0.20£0.07* 0.98+0.54 2.26x1.67 0.27£0.25°
80 3.94+0.63 0.32+0.08"* 0.90+0.60° 3.32¢2.50 0.25x0.27¢
90 3.92+0.72 0.47£0.19* 1.14£0.71* 4.46+2.50 0.3520.40°

{1} TK: potéssio transportade,

*Significincia a 95%.
Os dados expressam a média e o exve padrao da média dos resultados chtidos e quatro experimentos.



Tabela 15: Percentual de tra

nsporte de potissio (% ”E’K}B’ em perfusio de rins isolados de ratos perfundidos com

solucio de K

rebs-Henseleit na presenca de 6 de albumina (contr

de veneno de

Jararaca , 1 r de BN 52021, 14 B 2086 e Img de indometacina. (n=4)

Tempo Controle Veneno BN 52021 2086 ndometacina
10 62.93+5.04 67.60+2.04 64.455.60 66.30£4.23 55.90+8.57
20 61.1825.45 67.83+£2.62 70.60£5.01 65.8624.24 54.436.60
30 - 64.28+5.51 69.03+1.69 69.2015.86 63.7524.42 54.77+5.20
40 65.63:4.19 63.70+2.64 69.13£6.06 63.85+3.21 45.16£2.10
50 68.33:4.35 56.73£2.24* 54.32x11.0 48.87£9.48 34.87+4.53*
60 69.45£3.27 57.73£3.97 48.49415.3* 48.05£10.6 20.4627.47%
70 70.73+3.26 55.37+5.42% 45.65+15.0* 42.85213.2* 15.83+9.18*
80 71.90+2.12 50.7049.74* 52.80+7.39* 41.68£15.0* 11.71210.5*
50 72.50+2.16 57.37+£7.03* 55.7621.43* 52.95+11.5 17.7£9.71*

{(DBTK: percentual de pothssio ransportade;

*Significincia s 95%.

Osdados expressam a médis e o exvo padrio da médis dos resultados dtidos em quatro experimentos.
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do veneno, O percentual de TK apresentou diminui¢do mais acentuada apds os
40 minutos de perfusio (indometacina + veneno) do que apds uso isolado do

veneno (figura 26).

Composighe Hidroeletrolitica do Tecido

Perfundido e Controle

Os dados apresentados na tabela 16 mostram os resultados obtidos pela
dosagem de sédio e potassio tissular no rim perfindido (RP) e no rim controle
(RC) contralateral, percentual de potassio tissular no RP e percentual do peso
seco no RP em perfustes com soluclo de Krebs Henseleit. Os diferentes grupos
de perfusdo incluem o controle e os diversos grupos tratados com veneno de £

Jararaca , BN 52021, WEB 2086 e indometacina (Figuras 27, 28, 29 e 30).

Os resultados experimentals com o uso do veneno apresentaram
diminui¢do no sodio tissular quando comparados ac confrole. Ao utilizar o BN
52021 e o WEB 2086, houve um significativo bloqueio deste efeito. O uso de
indometacina apresentou diminuicdo discreta do Na*, sem significincia
estatistica quando comparado ao rim confralateral, semelhante ao controle

(Figura 27).

O percentual de Na™ néo apresentou alteracdo significativa com o uso de
veneno. Nos experimentos com BN 52021 e WEB 2086 foi observado o aumento com
significAncia estatistica, deste parametro quando comparado ao controle (figura
28).

grupo do veneno apresentou uma nitida reducfio do ion potassio

quando comparado ao rim contralateral (Figura 29).
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Tabela 16: Composicio eletrolitica tecidual de sédio e polassio em rins cont
tratados (RP) com veneno Img de B Jararscs , 10mg de BN 52021 +
2086 + Img de & jar

racse e Img de Indometacina + Img de B. J ﬁrmaﬁ

Variaveis Albumina Veneno BN 52021
{Controle) (B. Jararaca )
RC 76,89+ 4,88 73,05+ 837 84,55+ 5,36 85,78+ 11,38 86,92+ 15,12
-1
RP 75,22 + 9,86 57,57+ 1,02* 105,45+ 3,86 105,26+ 293 77,34+ 10,90
{peso seceod
ae
BRP/RC.180 96,80 + 7,89 80,94 + 8,36 126,08+ 9,83* 122,70+ 11,16° 88,97+ 903
Ke RC 157,85+ 2,91 183,15+ 11,48 186,60+ 10,54 190,92+ 1,77 141,76+ 0,60
gl -1
ne 156,30+ 4,46 11829+ 9,66* 188,852 10,44 184,96+ 0,69 156,64+ 2,54
{pess seve)
T E+
BRPJRC.180 98,32+ 8,20 64,07 £ 5,50¢ 101,78+ 4,07 97,14+ 6,64 110,632 7,01
*hignificincia a 5%

Osdados acima representavn a médis 2 o evvo padrioda média.
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pos tratados (BN 52021, WEB 2086, Indometacina)

comportaram-se como o controle com a albumi

Todos ©0s gru

18, demonsirando um blogueio

total ao efeitodo veneno.

wido com o uso

pos nos quais utilizados BN 52021, WEB 2086 e indometacina

O percentual de K* retido nos tecidos apresentou se dimi

do veneno. Os gru

demonstraram blogueio total ac efeito do veneno (figura 30).

A mmiac&@ entre os parfmetros RFG e TNa* nos diversos grupo

experimentais encontram-se nas figuras 31, 32, 33, 34 e 35. Uma correlacio
positiva foi obtida entre os dois parfmetros dos experimentos controle, tratados

comveneno e com BN 52021, Nos grupos tratados com o WEB 2086 e indometacing

a correlacdo € negativa. [Estes grupos apresenfaram awmento do RPG

demonstrando blogueio ao efeito do veneno e queda do percentual de TNa™* de

forma mais acentuada do que com o uso isolado do veneno.

Estudo Histopatolbégico dos Grupos Controle e Tratado com

Veneno de B, Jararaca

Grupo confrole

Foi observada moderada tumefacéo celular e dilatacfo nos tdbulos de

todos anim

wais controle (figura 36b). A presengca de material proteico nos
glomérulros, mesmo em pequena quantidade, foi evidenciada em apenas wn dos

animais. Nos demais, o8 glomérulos examinados tinham aparéncia normal
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s 36a). A presenca de material proteico nos tibulos corticais ocorreu de

forma escassa em quatro animais e moderada em um outro. Ndo evidenciamos a

presenca de hemécias em nenhum animal controle.

Estas alteractes parecem ser devido & técnica de perfusgo de rim isolado
com presenca de albumina no liguido perfusor. Este fendmeno fol descrito
anteriormente em rim perfundido de coelho nas mesmas condictes (Moraes,

1984).

Grupo Tratado

Além das alteracbes enconfradas nos animais confrole, descritas acima,
observamos a presenga de material proteico nos espacos uriniferos dos
glomeérulos (figura 37) e limens fubulares (figura 38) que variou de moderada a
intensa (tabelas 17 ¢ 18).

A necrose de células tubulares m{ltiplas foi encontrada em dois animais

(figura 39).
Um dos animais apresentou hemdcias em quantidade moderada nos

espagos wriniferos de algims gloméridos, o que pode ser interpretado como

artefato da técnica.
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Tabela 17: Alteractes histopatologicas de rins controle perfun

Img de veneno de & jarsraca .

b de albu

vina e de rins perfundidos com

Dilatagiode Tumefagiode Necrosede Material Proteico Hemdécias
Tibulos Tabules Tibulos Glomérule Tabules Glomérulo Tihules

Animal Esc Mod. Int. Ese. Mod. Int Ese. Mod Int. Eso. Mod. Int Esc. Med. Int. Eso. Wod Int Esc. Mod Int,
Ci + + +

C2 + + +

C3 + * + +

c4 - + + +

C5 + + +

T1 + + + +

T2 + + + + +

T3 + + +

T4 + + + + +

T5 + + + +

C: Controle Albumina

T: Tratadocomn L me de veneno de & jarsracs
Esc: Escassa

bod: Moderado

Ind: Intenso



Tabela 18: Freguéncia relativa em percentual das alteragbes histopatolagic
wdidos com 1myg

de albumina e de rins pe r de veneno de 5. jararaca .
Dilatacode Tumefacio de HNecrosede Material Proteico Hemacias
Tibulos Tibulos Tibulos Glomeérulo Tibulos Glomérulo Tabules
Animal  Esc Mod. Int Esze. Mod. It Esc. Mod Int. Eszc. Mod. Int. Esc. Meod. Int. Ege. Mod Int Ese. Mod Int
Controle 0 100 0 0 100 0 60 0 O 20 0 O 8 20 0 0 ¢ 0 0O 0 0
Tratado 0 100 0 20 80 0O 0 40 0 200 20 20 20 60 20 0 20 O 60 0 ¢

Controle: Albumine (6¢%}

Tratado: lingde venenode £ jararsce
Esc: Escasso

Mod: Moderado

Int: Intenso
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Os acidentes ofidicos pela

mortalidade constituem um importante problema de safide phblica nos paises
tropicais. No Brasil estima-se que ocorram de 80.000 a 115.000 acidentes, com
2.000 obitos snuais. A maioria desie acidenies sdo causados por Hofhops,

Crvialus e em menor frequéneia Micrras e Lachesis (Amaral et al., 1986).

No nosso trabalho estudamos os efeitos nefrotoxicos da peconha de A
Jararaca , pela maior frequéncia de acidentes entre nés e pela gravidade das
leses renais, Os resultados aqui discutides objetivam um maior conhecimento

destes efeitos.

Utilizando o sistema de perfusdo de rim isolado, obtivermos tm modelo
experimental para o estudo de efeitos diretos do veneno, excluindo outros fatores
que poderiam interferir nos resultados. Nos experimentos nos quais utilizamos o
veneno notamos alteracdo funcional com diminuicdo acentuada da diurese e da

maioria dos parfmetros renais estudados.

Como parte inicial deste estudo foram realizadas analises dos
pardmetros fimcionais renais em perfustes com solucdo de Krebs-Henseleit

modificada, na presenca de 2g%, 4g% e 6g% de albumina.

A solucéo de Krebs-Henseleit com glicose e um agente oncético em
perfustes renais tem sido utilizads por varios pesquisadores em rins de coelho e
de rato (Nighiitsutji-Uwo et al., 1967; Bowman, 1970 e 1974; Schurek et al., 1978,
1980 e 1981; Ross, 1972: Little and Cohen, 1974; Cohen et al 1977; Moreira Lima,
1983; Moraes, 1984; Campos, 1989).

Algums pesquisadores utilizaram coléides sintéticos, tipo Dextran,
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Haemacel, Pluronic, em perfusdo renal (Ross, 1978) por apresentarem baixo
custo quando comparados & albumina. Entretanto, tais substincias apresentam

a desvantagem de promover uma excrecdo excessiva de lons potassio (Schurek et

na bovina como agenie oncdtico, & preferivel porque
mantém estivel os parfmetros fumcionais do rim perfundido, mantendo-os
proximos & aqueles observados Jn vifro, o que justificam a nossa escolha neste

trabalho.

A parf@sé@ renal com 2g% de albumina permaneceu estivel durante todo
o experimento, porém quando comparado as outras preparactes com 4g% e 6g%
de albumina, observou-se uma melhora dos pardmetros renais com o aumento
na concentracio de albumina, fato j4 descrito anteriormente por Moreira Lima

(1983), Moraes (1984) em experimentos com ratos e coelhos respectivamente.

O valor médio obtido com 2g% para o RFG foi de 0,86 2 0,08 ml/ g/min e
para o percentual de TNa* foi 76,62 2 5,75, ndo houve diferenca estatistica com os
valores obtidos com 4g% de albumina (RFG = 0,97 & 0,09 e percentual de
TNa*=76,94 ¢ 3,07). Com esses dados pode-se observar que as preparacbes com 2 e
4g% de albumina ndo apresentaram diferencas entre si, porém, gquando
comparadas as preparacbes com 6g% de albumina, notou-se uma melthora dos
pardmetros renais. Portanto, os valores fimcionais médios obtidos com 6g% de
albumina foram superiores aos observados com 2 e 4g%. A influéncia da
concentiracdo de albumina no perfusato, sobre a funcdo renal foi estudada por
infoneros pesquisadores (Bowman e Maack, 1974; Little e Cohen, 1974; Moreira

importante papel que a presenca de albw

1963; Moraes, ). Os resultados agui apresentados confirmam o

ina no periusato desempenha na

reabsorcdo de sodio.
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de TNa (tabela 4), que per

pardmetros CHyO, pTNa*, %dTNa* e %dTNa® spresentaram aumento no
decorrer dos 90 minutos (Tabela 5). Os resultados obtidos nos experimentos com
6g% de albumina demonstram a qualidade do sistema e da preparacfio, o que
pode ser observado pela wmiformidade dos dados apresentados, tornando esta

preparacio um modelo para estudo de efeitos diretos de drogas sobre o rim.

A insuficiencia renal aguda (IRA) secumdéria a acidentes bolrdpicos €
wma das principais complicactes renais (Steinbeck, 1960; Amaral et al,, 1980;
Chugh et al.,1975; Lopez et al., 1972).

0 grande nfimero de acidentes ofidicos e muitas vezes a auséncia ou dose
inadequada de antiveneno leva a esta grave complicacéo, resultante de alteragfes
anatbmicas como glomerulonefrite aguda, necrose tubular aguda e necrose
cortical. Portanto, outros estudos complementares se fazem necessarios para

melhores esclarecimentos dos mecanismos envolvidos na patogénese da IRA.

Os mecanismos atualmente propostos para explicar as lestes renais sfo
coagulacdo intravascular disseminada (CID), nefrofoxicidade direta atribuida a
aclio proteolitica do veneno efou espasmo dos vasos renais decorrente da liberagéio
de substincias vasoativas pelo veneno (W. Raab e E. Kaiger, 1966; Amaral et al,,
1986; Amaral et al., 1985). Em alpims casos de IRA nfo séo identificadas
alteractes histopatolégicas (Chugh et al., 1975; Amaral et al.,, 1986). O estudo em
pacientes vitimas de acidentes ofidicos demonsairou gue o intervalo de tempo enire
o acidente e o inicio da oligliria ou anfiria, variava de 18 horas a 5 dias. A

admissfo dos pacientes no hospital ocorria entre o 4° e 7° dia, j4 com IRA
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(Amaral et al., 1986).

A TRA em geral se caracteriza pela oligiria ou mesmo anfria porém
pode ocorrer com alto débito e elevacio progressiva dos niveis séricos de uréia e

creatinina.

Amaral et al. (1985), realizaram estudos em pacientes picados por £
Jararsca , tratados com antivenenos e constataram que estes soros nio
impediram o desenvolvimento de necrose cortical e insuficiéncia renal. Este fato
pode ter ocorrido por dose inadequada e/ou excesso de tempo decorrido entre a

picada e sua administracdo.

A patogénese da necrose cortical em decorréncia da inoculagéo do veneno
de B Jararaca ndo estd ainda bem esclarecida, embora tenha sido constatado
um efeito toxico direto, proteolitico, no endotélio vascular e/ou vasovespasmo,
assim como a participacdo de um fator pré-coagulante. Todos os casos de necrose
cortical apresentam como denominador commumm a presenca deste fator que é
capaz de ativar o mecanismo de coagulacdo (Matlin e Garry, 1974). A hemélise
intra-vascular e CID contribuem portanto para a insuficiéncia renal, causando
nefrotoxicidade com necrose cortical aguda e necrose tubular aguda (Chugh et

al.,, 1975). A necrose tubular aguda também pode ser causada por efeito toxico

direto do veneno sobre o rim (Amaral et al., 1985).

Como podemos concluir sdo varics os trabalhos na literatura que
estudam o fendmeno de nefrotoxicidade pelo veneno de £ jararaca. Além dos ja
mencionados, destacamos Lopez et al., 1972; Amaral et al., 1985; Kouyoumndzian,

1986; Amaral ef al., 1986; Rezende et al., 1989,

Amaral et al (1986) estudaram pacientes que apresentara IRA
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secundéria a acidentes botrépicos nos gua se verificou uremia (100%),
hiperpotassemia (89%), anemia (78%), infeccdo windria (37%), hiperhidratacio
(17%), parada cardiaca (14%), edema agudo de pulméo (11%) e necrose cortical
(22,4%).

No estudo histopatolégico dos rins observamos que o8 &

tratado com o veneno apresentaram dilatacfio e tumefacéo de tabulos, sendo

provalvelmente em consequéncia da técnica utilizada.

grupo tratado com o veneno ocorreu necrose de tlbulos em dois

animais, sugerindo um efeito tbxico direto, j& descrito anteriormente em

het al., 1975; Amaral

acidentes ofidicos por B, jararaca (Sitprija, 1979; Chu
al., 1985; Amar

al et al., 1986), Estes autores sugeriram gue as manifestactes
poderiam ser resultados dos efeitos de componentes toxicos dos venenos, agindo

de forma direta ou indireta sobre o rim.

A presenca de material proteico no interior dos tlbulos e glomérulos nos
rins controle foi provavelmente devido & presenca de albumina na solucio
perfusora, o que j& foi descrita anteriormente por Moraes (1984) em rim
perfundido de coelho. No entanto, os controles ndo apresentaram alteractes

fimcionais.

A presenca de material proteico em glomérulos e tibulos ocorreu tanto

nos controles como nos tratados com veneno, porém este ltimo grupo apresentou

maior intensidade, provavelmente decorrente do efeito téxico direto do veneno no
capilar glomerular e tubular, por aumento da permeabilidade dos vasos efou
lesdo do endotélio, necessitando para maiores esclarecimentos de wm estudo

mais acurado de microscopia eletrfnica, nfo realizado neste trabalho.
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Rezende et al. (1989) descreveram alteracbes histopatologicas induzidas
pelo veneno de B Jjararaca em ratos apbs 2, 5 e 24 horas. Constataram
albumintria logo apds administracdo do veneno, que pode ter sido secundéria a
ativacdo do sistema renina-angiotensina. Obse: aram também um aumento da
permeabilidade  glomerular para  macromoléculas  provavelmente em
decorréncia da liberacio de substéncias vasoativas do veneno efou a reducfo
tubular de proteinas filtradas. Além das alteragtes fisiopatologicas descritas
acima foi também constatada a proliferacdo da matriz mesangial com
glomerulonefrite e alteracfio degenerativa dos tlibulos com diminuicdo da borda
em escova e vacuolizacdo citoplasmatica, sem sinais de necrose tubular,
Levantaram entdo a hipétese de que as lestes foram secundrias as alteracbes
hemodindmicas ou hemoglobin{ria. Notaram também a presenca de material
proteico no lmem tubular, com alteracbes renais mais pronunciadas apds
horas, que tendem a melhorar apés 24 horas. Estes autores concluiaram ainda
que a injeclo intra-peritoneal do wveneno induziu alteracdes fimcionais
compativeis com IRA e lestes degenerativas de células tubulares. Fol entdo
sugerido que as alteracbes hemodinfmicas levaram a isquemia renal,
desempenhando importante papel na patogénese das alteracfes funcionais e

histopatologicas.

Nos experimentos aqui descritos utilizando a técnica de rim isclado,
foram afastados outros fatores sistémicos & apbs exposicdo por 90 minutos fol
observada a dilatacdo nos tbulos, acompanhada de moderada tumefacio e
borramento da borda em escova, descrita anteriormente por Rezende et al. (1989).
Também foi constatada necrose tubular nfo enconfrada por estes autores.
Chegou-se entdo a conclusio de que estas alteraches podem ter sido causadas por

efeitos diretos do veneno sobre o rim, mesmo com uma menor exposicio ao



mesino,

Estudando os pardmetros funcionais observou-se wma queda acentuada
do FU, RFG, TNa*, %TNa* e RVR apés adiciio do veneno, que nos fala a favor de
alteracdio funcional compativel com IRA. Também notowrse uma queda de TK*,
%TKT, Nat tissular e K* tissular.

Amaral (1986) descreveu hiperpotassemia em §9% dos pacientes picados
por B, jararaca apbs 24 horas do acidente. No presente trabalho foi evidenciada

reducdio deste ion imediatamente apbs exposico ao veneno, o que pode ter

ocorrido em consequéncia de danos metabolicos no tecido renal, A remoco do

encontra-se associada a um aumento na excrecdo de potassio. Em contraste,
quando pouco ou nenhum sbdio é reabsorvido distalmente a secrecs

fnima (Selkurt, 1986).

Na andlise segmentar do néfron o veneno promoveu queda dos
parfmetros estudados CHsO, dTNa*, %dTNa*, pTNa* e %pTNa*. Estes
resultados demonstram defeito tubular distal como resultado da toxicidade da
peconha, com diminuicdo da osmolaridade wrindria. Contudo, o modelo
experimental de rim perfimdido néo é adequado para o estudo de néfron distal

porque a preparacdo produz urina geralmente hipotdnica, com pequena marge:

de observacio. Esse defeito distal no rim perfimdido de rato foi descrifo por

DeMello e Maack (1976).

A teoria metabolica de auto-regulacdo quando aplicada ao rim deve levar

em consideracdo dois importantes componentes humorais: sistema renina-
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taglandinas. A renina sintetizada no aparelho justa

glomerular (AJG) converte o angiotensinogénio do plasma em Angi

que sob acdo da enzima conversora é convertido em Angiotensina Il. Foi proposto

um papel regulador inira renal para o sisiema renina-ang

desempenhar papel, na autoregulacdo renal do fluxo sanguineo. Evidéncias
recentes indicam que as prostaglandinas podem ativar o sistema renina-
angiotensina. Fluxo renal reduzido decorrente de vasoconstricio neurogénica ou
humoral, ou a isquemia renal aumeniam a sintese e a liberagdo de
plostaglandinas. Pesqméas recentes indicam que certas prostaglandinas (PGly)
sdo também sintetizadas no cértex possivelmente pelo endotélioc dos vasos
sanguineos corticais. A produgio e liberacdo atmentadas de prostaglandinas
ndo exercem influéncia sistmica porgue normalmente os pulmdes metabolizam
3 maior parte das prostaglandinas (Selkurt, 1986, Mudge & Weiner, 1967). No
modelo experimental utilizando o rim isolado, as prostaglandinas podem ter um

efeito direto mais intenso sobre o rim, wmna vez que fica excluida a participacio do

pulméio no metabolismo das mesmas.

Outro fator que desempenha papel importante é o fator potenciador de
bradicinina (BPF), que & uma fracfo farmacologicamente ativa preparada do
veneno A jararaca. Este fator inibe a enzima conversora que inativa a
bradicinina e blogueia a conversido de angiotensina [ em angiotensina 1l

(Ferreira et al., 1970).

O fator ativador de plaquetas (PAF) é um mediador fosfolipidico definido
como  1-O-alquil-2-(R)-acetil-glicero-3-fosforilcolina (Benveniste et al, 1979;
Demopoulos et al., 1979).Inicialmente Benvenisie et al (1572) descreveram wm
fendmeno de ativagdo plaguetéria induzido por wma substincia produzida por

bastfilo de coelhos sensibilizados por IgE. Esta substincia foi semi-purificada e
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caracterizada como um novo mediador da anafilaxia (Benveniste et al.,1979),
podendo ser produzida por uma variedade de células inflamatérias incluindo
neutrdfilos mondcitos, eosinéfilos, macréfago, plaguetas e células endoteliais
(Braguet et al.,, 1987). O PAF nf#io & ascumulado nas céiulas mas sim o seu
precusor E_»GmAiqmlmacﬂghcemf@sf@mh&na, A biossintese enziméatica pode ocorrer
através de duas vias diferentes, iniciando-se com a ativaco da fosfolipase Ay que
atua sobre os fosfolipidios da membrana celular em wn processo calcio
dependente (Ballou et al,, 1983). A primeira via, a alquilacetil glicerol é

responsavel pela

manutenco dos niveis fisioldgicas do fosfolipidio, com

alteractes na célula em repouso, sendo a via biossintética predominante no rim.

A segunda via conhecida como liso-PAF é inativa (sofre acetilacBo para formar

PAF), ests relacionada ao processo inflamatério e tem baixa atividade na célula
em repouso. A inativacio intracelular do PAF é feita através da acfo de duas

acetilidrolases, uma plasmaética e outra citostlica, levando a formacéo de liso-

PAF (Blank et al., 1981), que é o produto intermedidrio, precussor ou metabblito,
que sofre desacilacfio e acetilacio na dependéncia da via predominante, se

sintética ou catabélica (Braquet et al, 1987; Vargaftig e Braguet, 1987).

Por outro lado a proteina quinase C é responsavel pela ativacéio da
fosfolipase Ag na formacéo do composto intermediario liso-PAF (Braquet et al,,
1987), estando seus inibidores entre aquelas substincias capazes de bloquear a
sintese de PAF. O célcio inibe véarias enzimas participantes da sintese e da
degradacfio do fosfolipidio (Touqui et al., 1987), sendo essencial para as etapas
sintéticas via Liso-PAF. A regulaco da producio do PAF nas células endoteliais
depende da concentracdo de célcio e de proteina quinase C (Ralph et al., 1989).

O PAF é conhecido por induzir a agregacdo e secrecfio de plaguetas
(Chignard et al., 1979 e leucteitos polimorfonucleares (O' Flaherty et al., 1981).
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Quando injetado intravenosamente em cobaias e coelhos induz trombocitopenia,
neutropenia, hipotensfo e choque (Mc Manus et al., 1980). Apbs injecdo sub-
cutdnea, aumenta a permeabilidade vascular com exudacfio de plasma
independente da acumulacio leucocitaria (Pirotzky et al., 1985). Estas
propriedades implicam o PAF como um mediador potente da doenca renal. As
lesbes renais sdo caracterizadas por um aumento na permeabilidade glomerular
com deposicdo de imunocomplexos nas paredes capilares do glomérulo e
infiltracéo de células inflamatoérias, processos patogénicos nos quais o PAF pode
estar envolvido. A liberacdo de PAF sob estimulo imumoldgico e o reconhecimento
de sua producdo pelas células corticais renais sugere a participacio do
fosfolipidio nas doencas glomerulares. O PAF também pode ser produzido no rim
isolado de rato em resposta ao iondforo A 23187, com outros mediadores ( Pirotsky

at al., 1984).

Os tlbulos renais nfo produzem o fosfolipidio, porém, tem sido
identificado o precursor liso-PAF e a atividade de acetil-transferase no glomérulo
e nas células medulares (Pirotsky at al., 1984). Experimentos realizados em cies
demonstraram reducdo do fluxo sanguineo renal, da laxa de filtracdo
glomerular e diminuicio na excrecdo uriniria de sodio apos infusdo venosa de
PAF. O tratamento prévio dos animais com inibidores de ciclooxigenase, reverteu
os efeitos hipotensores, porém, ndo foi capaz de alterar os parfmetros renaig
(Hebert et al., 1987), concluindo que os efeitos do PAF sobre o rim séo diretos, néio
mediados por prostaglandinas e independentes das wvariacbes tensionais

sistémicas.
Em ratos a infusfo de PAF nfo modifica a pressdo arterial, nem diminui

a taxa de filtraco glomerular, mas é capaz de induzir wn auwmento na

reabsorcao de sodio, calcio e magnésio (Pirotzky et al, 1989).
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O PAF é também um potente estimulador da producfo renal de
prostaglandinas e fromboxanos (Weisman et al., 1985), sendo provavel que as
alteraces no fluxo plasmatico renal apés infusdo de PAF sejam causadas em
parte pelo efeito do PAF diretamente no rim e também pela liberacio secundaria,
por células rensis, de mediadores com agbes diretas sobre a producéo renal do

proprio PAF (Whatley, 1989).

As interrelactes entre o fosfolipidio e outros sistemas mediadores renais,
a participacio do PAF em processos renais de natureza inflamatéria como em

doengas auto imunes e na rejeicéo pds transplante, deixam

antever a riqueza e a

complexidade de seu papel na fisiologia renal ( Braquet et al., 1587).

A descoberta de antagonistas do mediador foi de grande importincia no

estudo das acbes biolégicas e das propriedades farmacolégicas do PAF. Os
bloqueadores de canais de célcio (Coeffier et al., 1983), os antagonistas da

calmodulina (Levy, 1983) e a mepacrina (Braguet et al,,1987; Albert e Snyder,

1983) demonstraram a participacfio decisiva do célcio e da fosfolipase Ay nas
etapas biossintéticas. Compostos como naloxano, antagonistas de froboxanos e
leucotrienos antagonizam os efeitos sobre varios sistemas celulares (Feuerstein

et a1.,1985; Chilton et al., 1982). Estas substancias exercem uma acfo antagbnica

inespecifica. Os antagonistas especificos do PAF englobam uma vasta quantidade
de substincias biogquimicamente distintas, algumas analdgas ao PAF porém sem
acdo agonists, muitos derivados de produtos naturais e outras obtidas
sinteticamente, todos porém, inibem competitivamente o acoplamento do

fosfolipidio ao receptor celular.

Doig destes compostos foram utilizados no presente trabalho, sendo wm

derivado natural da Gindgv biloba (drvore milenar chinesa), BN 52021, e outro
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tagonista farmacoldgico, WEB 2086, na tentativa de bloguear efeitos
nefrotoxicos do veneno de & jararsca. Os antagonistas naturais do PAF,

compostos derivados da Gin

v bifobz, possuem uma complexa estrutura
molecular com 20 carbonos, que apresentam diferen¢a no niimero e na posigio de
grupos hidroxilas em Cl, C3 e CJ, determinando o surgimento de isbmeros
denominados ginkgolidios A, B, C, J, e M (nomenclatura adotada pelo Instituto
Henri Beaufour-Paris, Franca). Destes isbmeros o que apresenta maior
antagonismo é o B (BN 52021), tendo sido por este motivo escolhido para o presente

trabalho.

Kornecki et al. (1985) demonstraram que os triazolobenzodiazepinicos
(drogas psicotropicas) eram capazes de inibir a resposta agregante plaquetéria
induzida pelo PAF. Este composto & um derivado benzodiazepinico com anel
triazol que possui efeitos anti-PAF independente das suas agbes hipnéticas e

sedativas (Casals-Stenzel e Weber,1987). Estes efeitos inibitérios scbre a

agregacio de plaguetas humanas sdo especificos para o PAF e nido se
reproduzem gquando o indutor é o Acido araquidbnico, colageno, A 23187 ou
trombina. Recentemente foi sintetizado wn novo triazolobenzodiazepinico
destituido de efeito hipnético e capaz de inibir a agregacfo plaquetaria induzida
pelo PAF. Este composto, o WEB 2086, & capaz de inibir em animais de
experimentacio os efeitos circulatorios e bronguicos da infuséo de PAF (Casals-
Stengelet al.,1986; Casals-Stenzel e Weber, 1987). Utilizamos esta droga na

tentativa de bloguear efeitos nefrotéxicos do venenode £ jararaca .

Portanto, tanto o BN 52021 quanto o WEB 2086 foram utilizados na
tentativa de bloguearefeitos nefrotdxicos do veneno. Mesmo sendo o mais potente
inibidor do PAF dentre aqueles originados da Ginkgp biloba, a andlise dos

resultados ndo mostrou eficiéncia do BN 52021 na protecéo aos efeitos toxicos do
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veneno, 0 que pode estar relacionado 4 dose empregada. Na presente pesquisa, o
WEB 2086 foi bastante eficaz no blogueio a varios efeitos nefrotéxicos do veneno. O
efeito na ditrese e no RFG além de causar blogueio total 4 acfio nefrotéxica do
veneno, eleva estes pardmetros acima dos enconirados no grupo controle,
sugerindo uma potenciacio destes mesmos efeitos. O TNa* e % TNa*
apresentaram qméda ainda mais acentuada do que nos grupos tratados somente
com o veneno. Porém, o Na® e K* tissular ndo diferiram do controle,

demonstrando gque a droga impediu a perda destes fons no tecido renal, fato

observado com o uso do veneno. Quanto ao efeito na pressfio de perfusfio, hé um

mento no inicio da queda, o que demonstra que houve uma leve protecio.

Analisando estes resultados, tudo indica que os efeitos sobre a diu

RFG s80 semelh

56 &0

sntes sendo blogueados pelo WEB 2086, enguanto o efeito sobre 2
pressfo de perfusio é apenas parcialmente blogueado. Parece que o PAF poderia
estar envolvido com o efeito nefrotéxico direto do veneno sobre o rim, o que
explicaria o blogueio causado pelo WEB 2086. Com este resultado podemos
levantar a hipotese da liberacfio do PAF pelo veneno causando alleractes

nefrotéxicas.

Os outros parfmetros CHoO, dTNa™ e % dTNa®™ se apresentaram
negativos, quando comparados ao grupe controle. Quando o CHoO é positivo, a
urina apresenta-se mais diluida que o plasma. Quando o CHoO & negative a
wrina é mais concentrada gue o plasma sendo mais convenientemente expressa
pela designacdo TCH90. Com cargas muito baixas de soluto efou na presenca de

fluxo urinario baixo, o valor de TCHoO diminui.

Os efeitos da indometacinag nas inflamactes mediadas por histamina, 5-

hidroxitriptamine, bradicinina e prostaglandina Eo tem sido bastante estudados.
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A indometacina nas doses de 10 a 160pg/ml exibe um efeito inibitério na
contracdo induzida pelos mediadores acima descritos, em Gtero isolado de rato e
ileo de cobaia. Algums autores tém demonstrado que a indometacina foi cerca de 4
vezes mais efetiva no seu efeito inibitério sobre a PGE9 do que sobre a histamina,

serotonina e bradicinina (Sorrentino et al., 1972; Northover, 1975).

Os dois mecanismos produtores da inflamacdo sio o aumento da
permeabilidade vascular e a migracdo de leucocitos que podem ser consequéncia
da liberacdo de vérios mediadores na area inflamada (Willoughby e Di Rosa,

197D,

A indometacina inibe também a contracdo da musculatura lisa em
concentracdo semelhante aguela que é requeridas no sangue para uma agdo
anti-inflamatoria. Em contraste o contacto prolongado com quantidade diminuta,
abaixo das concentracdes anti-inflamatérias, algumas vezes potencia a resposta
contratil, sendo a razdo deste fendmeno ainda obscura, e nfio serd objeto de

discussdo nesse nossso trabalho (Northver, 1977).

O efeito inibitdrio é qualitativamente independente do tipo de estimulo
envolvido na contracdo da musculatura lisa. Contudo, respostas contrateis do
miusculo liso causadas pelas prostaglindinas sdo inibidas mais completamente

pela indometacina do que outras respostas de substdncias espasmogénicas.

Varios estudos comprovam que a indometacina reduz o contedo de
calcio na musculatura lisa gastrica nfo estimulada, reduz o ganho de cilcio e
sbdio em resposta & estimulacio eléfrica, mas diminui levemente a queda de
potassioc em resposta a estimulacdo elétrica (Northover, 1972). Muitas resposias
ao calcio s@o também inibidas pela indometacina (Northover, 1975; Northover,

1977). A liberacao de enzimas lisossbmicas de leucocitos polimorfonucleares em
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respostas a vérios estimulos requer a presenca de calcio. A indometacina e
drogas correlatas inibem a liberacdo dessas enzimas (Andrews e Phelps, 1971;
Perper e Oronsky, 1974; Ackerman e Beebe, 1975; Smith 1977). E de grande
interesse a investigacio no sentido de se determinar se o efeito inibitério da
indometacina envolve a participacéio do célcio. A indometacina possul algumas

aches anfagonistas ao calcio em varias situactes bioldgicas (Northover, 1977).

Diversos trabalhos demonsiram que as células endoteliais possuem
propriedades de contratilidade semelhantes as apresentadas pela musculatura
lisa. As células endoteliais possuem um sistema actinomiosina que @
morfologicamente e imunologicamente semelhante ao misculo liso (Becker e
Murphy, 1969; Becker, 1970; Becker e Nachman, 1973). O célcio por analogia
estaria envolvido no fendmeno excitacdo e coniracfio semelhante ao que ocorre
com o miisculo liso. A indometacina inibe varios fendmenos mediados pelo célcio
nas células do endotélio vascular possuindo uma aco de antagonismo. Existe
uma correlaclio entre a poténcia anti-calcio e poténcia anti-inflamatéria que pode

ser uma relacdo causa e efeifo.

A indometacina apresentou efeito semelhan
urindrio e RFG com bloqueio total dos efeitos nefrotéxicos catisados pelo veneno.
0O TNa* e % TNa* taml

N

¥m continuaram baixos de forma semelhan

ocorreu com o uso do WEB 2086. A pressio de perfusfio e a resisténcia vascular
renal permaneceram baixas semelhantes ao uso do veneno, ndo havendo blogqueio
destes paréimetros. O CH9O, dTNa* e % dTNa™ também se apresentaram
negativos. O uso da indometacing impediu a reducéo dos fons sédio e potéssio no
tecido renal. Com o uso da indometacina levaniamos a possibilidade da
participaciio das prostaglandinas e do célcic nas alteracfes renais descritas

acimas.
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A correlagdo entre os pardmetros RFG e % TNa* foi positiva com

aumento dos dois pardmetros no grupo controle. Também foi positiva com o uso

prévio do BN 52021, porém com diminuicio dos dois par@metros. No caso do WEB

2086 e indometacina a correlacdo fol negativa: estes grupos apresentaram

atmento do RFG (blogqueio so efeito do veneno) e queda do % TNa* de forma mais

acentuada do que o causado pelo uso isolado do veneno.

Ovenenode £ Jjararacs ceusa nefrotoxicidade direta sobre o rim com
alteractes fimcionais de todos os parimetros estudados, bem como alteractes
histopatologicas compativeis & insuficiéncia renal aguda. Estes efeitos parecem
resultar da presenca de varias substincias como bradicinina, histamina,
prostaglandinas, calcio e PAF pela infusdo de veneno, causando alteracio efou

lesdo no endotélio vascular renal nos glomérulos e tbulos.




Conclusdes

1) Com a técnica utilizada nos experimentos dispomos de wn modelo

para estudo dos efeitos toxicos diretos de drogas sobre 0 rim.

2) O veneno de £ Jararacs produziu alteracBes notéveis em todos os
parmetros estudados, quando comparado ao conirole, especialmente com queda
acentuada de FU, RFG, RVR, PP, TNa*, % TNa*, TK*, % TK*; bem como a

diminuicdo dos fons Na* e K* no tecido renal apds a exposicio ao veneno.

3) O BN 52021 ndo apresentou protecfio aos efeifos toxicos do veneno,

exceto ao evitar a diminuicio de sédio e potassio tissulares, apds o uso do veneno.

4) O inibidor de PAF (WEB 2086) exerceu efeito protetor a nivel de FU,
RFG e evitou a diminuicgo de Nat e K* do tecido renal apés exposicio ao veneno.

Causou blogueio parcial na PP com retardo no inicio do efeito toxico.

5 A indometacina protegeu os parAmetros FU e RFG e evitou a
diminuicgo de Na* e K* no tecido renal, apds o uso do veneno. Apresentou
diminuicdo de TNa* e % TNa* mais acentuada do gue o uso isolado do veneno.

N#o apresentou efeito protetor quanto a PP,

6) O exame histopatologico revelou a presenca de material proteico em
glomérulos e ttbulos tanto no controle como no grupo tratado com o veneno,
sendo neste Gltimo em maior intensidade. Observamos a presenca de necrose

fubular em algums animais ap6s a exposicio ao veneno.

Ty O estudo gue se inicia devera ter continuidade, uma vez que levanta
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varios aspectos importantes como alteracdo funcional e histopatolégica renais,

com provavel envolvimento de varios mediadores guimicos.
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