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Efeitos Nefratóxiais do Veneno de Jxa/^ca e Sstadoda Ação de Antagonistas do PAF e da Cicloàgenase no Rim Perfandido de Hat©.
Helena Seira Azul Monteiro, Tese de Mestrado, UNICAMP/UFC, 1990.
Este trabalho objetivou avaliar os efeitos nefrotóxicos do veneno de 

Bothrqas jararaca cuja importância se deve a alta frequência dos acidentes ofídicos, que constituem um sério problema de saúde pública em nosso país.O modelo experimental utilizado foi o sistema de perfusão de rim isolado de rato para evitar a interferência de outros fatores sistêmicos.A análise dos parâmetros funcionais renais foi realizada em perfusões com solução de Krebs-Henseleit modificada, sendo escolhida a concentração de 6g% de aibumina, por apresentar melhores parâmetros quando romparadcfi a outras preparações com 2 e 4g%. Os parâmetros estudados foram: pressão de perfusão (PP), resistência vascular renal (RVR), fluxo urinário (FU), ritmo de filtração gromerular (RFG), transporte de sódio (TNa+), transporte de potássio (TK* 1), dearance <te água livre (CHgp), transporte proximal de sódio (pTNa+), transporte distai de sódio (dTNa+).Os grupos controle se mantiveram constantes durante tolo o experimento e apresentaran os seguintes parâmetros: PP®149,17 ± 4,03 mmHg, RVR»6,38 ± 0,68 mmHg/ml’Kg"Kmin"l; FU-0,26 ± 0,005 mH.g‘Kmm'1; RFG»1,13 ± 0,21 mT Ig"1 rniin -1; TNa*~  136,13 ± 28,68 pEq.g4. min “1; %TNa+-78,53 ± 1,91.Nos gn^pos tratados pelo veneno (lOpg/ml) observamos, aos 30 minutos de perfusão, a diminuição acentuada destes parâmetros em decorrência do efeito nefrotóxico, com os seguintes dados: PP»100,50 t 10,81(45%); RVR-%92 ± 0,47 mmHg/mH.g"Âmin ‘1 (31,10%); FU«0,02 ± 0,05 ml"Kg“ Imin4 (85%), RFG=0,06 ± 0,02 mlAgAmin-l (90%); TNa+=5,30 ± 2,73 pEq< jnin -1 (90%)- Os dados estatísticos expressam a média e o erro padrão da média.Na tentativa de bloquear estes efeitos tóxicos, utilizamos o BN 52021 e WEB 2086, duas drogas antagonistas do PAF (fator ativador de plaquetas). O BN 52021 não apresentou proteção aos efeitos tóxicos do veneno, exceto o fato de evitar a diminuição de sódio e potássio tissulares, observada com o uso isolado da peçonha. O WEB 2086 além de impedir a diminuição do fluxo urinário e do ritmo de filtração glomerular causados pelo veneno, elevou estes parâmetros em relação ao controle, embora a pressão de perfusão continuasse baixa. Os outros parâmetros CHgp, dTNa+ e %dTNa+ se apresentaram negativos quando comparados ao controle e ao uso isolado do veneno.A outra substância utilizada foi a indometacina que promoveu antagonismo total aos efeitos tóxicos do veneno no fluxo urinário, ritmo de 
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filtração gionaular, resistência vascular renal e bloqueio parcial da pressão de perfasâo.A peçonhâ produziu diminuição de sódio e potássio teciduais, sendo estes efeitos bloqueados pelo BN 52021, WEB 2086 e Indometacina.Com esta técnica empregada dispomos de um modelo para o estado de eleitos tóxicos direto de drogas sobre o rim. Podemos concluir que O Veneno dê 
Boíbrops Jmraca produz alterações de FU, RFC, RVR, PP, TNa4, TK+ e %TK+, com diminuição de sódio e potássio no tecido renal, levando a um quadro compatível à insuficiência renal aguda.No estado histopatológico dos rins, observamos que os grupos controle e tratado com o veneno, apresentaram moderada dilatação e tumefação de túbuios provavelmente decorrente da técnica utilizada de perfosão com presença de albumina no líquido perfusor. Nos grupos tratados com o veneno detectamos maior intensidade de material proteico nos lúmens tubulares e nos espaços uriníferos dos glomérulos. Outro achado foi a necrose de células tubulares em dois dos rins perfundidos com o veneno.
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Wephrotoxic Activitf ©f B&tAmjps jnaua Veaom aad th® Effect® of PAF ÂntagoBists and C^cloo^yfenase Inibitors in tbe Rat Perfased Kidneys.
Helena Serra Azul Monteiro UNICAMP/UFC, 1990.
This work evaluates nephrotoxic effects of the venom of Botimps 

jararaca , a snake responsible for many snake bite accidents in the Northeast of Brazil and thus is an important public health problem in our country.The model used was the isolated perfased rat kidney.We used a modified Krebs-Henseleit solution with added albumin at 6g% which produced more reliable than albumin concentrations of 2 and 4g%.The parameters studied were: perfusion pressure (PP), renal vascular resístance (RVR), urinary flow (UF), glomerular filtration rate (GFR), sodium transport (TNa+), potassium transport (TK+), free water dearan.ce (CHgO), proximal transport of sodium (pTNa+) and distai transport of sodium (dTNa+).The results for the control group were: PP»149,17 ± 4,03 mmHg, RVR®6,38 ± 0,68 mmHg/ml Ag Amin A UF«0,26 ± 0,005 mlAgAminA GFR=1,13 ± 0,21 mlAgAminA TNa+= 136,13 ± 28,68 uEq.gAminA %TNa+«78,53± 1,91.In the kidneys treated by the venom (lOmgfrnl) we observed, at 30 min of perfusion, a marked decrease in these parameters: PP= 100,50 ± 10,81 mmHg.ml' KgAmind (45%); RVR=3,92 ± 0,47 mmHg/mlAgAmin'Í (31,10%); UF»0,02 ± 0,05 mlAgAmin-1 (85%), GFR-0,06 + 0,02 mlAgAmin "1 (90%); TNa^-5,30 ± 2,73piEq.gAmin'l (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.CHgO, 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 tabular dilatation and tumefaction. These effects could be the result of the perfusion itself. However, in the groups treated 
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with the venom we found peater amounts of protein inside the tabules and in the ^omeralar spaces. We also found a tabular necrosis in two kidneys.With this technique we nowhave a model to stady nepbrotwdc dnçs. We conciude that the venom produces significant alterations of UF, GFR, RVR, PP, TNa4; %TNa+ and %TK.4', with a decrease in leveis of tissue Na+ and K+.
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Introdução



Geaeralidado Sobre o StafweBamento Ofídico:
Em nosso país o estado das peçonhas teve início no século passado com

farmacologia do veneno de serpentes brasileiras (Vital Brazil, 1982). No entanto, deve-se a Vital Brazil o grande desenvolvimento das investigações sobre peçonhas e animais peçonhentos bem como a profilaxia e tratamento dos acidentes causados por tanatofídios, escorpiões e aranhas.
Em 1901 Vital Brazil demonstrou a especificidade de soros pela imunização com veneno de diferentes espécies de serpentes e observou que o soro destes animais neutralizava exclusivamente ou com maior eficiência o veneno que foi utilizado para imunização. Ele foi o primeiro cientista a preparar soros mono e polivalentes (Vital Brazil, 1987).
No Ceará, os trabalhos sobre ofidismo são escassos. Entre os poucos existentes, destacamos as publicações de Lima Verde (1972,1987) e Guimarães et al. (1989)- Neste último trabalho os autores fizeram levantamento estatístico na divisão de Epidemiologia da Secretaria de Saúde deste Estado, entre os anos de 1986 a 1988, onde verificaram a ocorrência de 1079 casos, com 17 óbitos e letalidade de 1,6% (Tabela 1).

hiHiisnmíf tüíMi w o
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Tabelai: Acidentes Ofídicos no Ceará (198€ - 19S8)
Am©

ie Gases
Oitos Lataliiaie

1986 285 5.917.929 4,81 3 1,051987 369 6.027.082 6,12 10 2,711988 386 6.138.248 6,28 4 1.03
Fontes Suds/S.S. E./DIEPI •

* Msdifieada de Guinur aes et al., 1B89.

Podemos observar pela tabela 2 que o acidente ofídico mais comum no nosso meio (serpentes identificadas) é por A Jararaca.

No Brasil os acidentes por Micrurus (cobra coral) são pouco frequentes, porém de grande gravidade.
Os acidentes por Crotalus d terrificiis ocorrem numa percentagem de 11 a 12% do total. Apesar de sua baixa frequência, apresentam elevada toxicidade, superior a causada pela picada de Bothmps, e causam paralisia flácida, nefrotoxicidade, hemólise (in vitro) e mioglobinúria (Raab et al., 1966; Rosenfeld, 1968).
A grande toxicidade da peçonha se deve principalmente à crotoxina (Vital Brazil et al., 1966). A peçonha da cascavel possui outros componentes farmacologicamente ativos tais como crotamina, convulxina, giroxina, deltatoxina, componente liberador de histamina e fator coagulante (Vital Brazil
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Tabela 2
Acidentes Ofidicos no Ceará Segundo o Genêr© de Serpente (1916-ÍBB8)*

* Modificada de Guimarães etal., 1989.

1986 1987 1SB1 %

Jararaca (B. jararaca) 146 51.23 81 21.95 113 29.27

Cascavel (Crctalus) 7 2.46 28 7.59 3 7.51

Coral (Mirauru s) 7 2.46 4 1.08 11 2.85

Surucucu (L&caesis) 1 0.35 2 0.54 2 0.52

Serpentes não Venenosas 1 0.35 3 0.81 © 16.06

Serpentes não Identificadas 106 37.19 72 19.51 164 «.«

Ànimais não Identificados 17 5.96 179 48.51 5 1.30

Tetal 285 188.88 36S 188.88 Btt 1M.N



et al., 1972)
No Brasil o gênero Botíimps é responsável por cerca de 90% do total dos acidentes ofídicos (Hoge e Romano, 1972). Estes venenos causam intensa dor local, sempre com hemorragia e necrose de tecidos que podem ser severas, necessitando amputação (Vital Brazil, 1911; Iwanaga e Suzuki, 1979; Haad, 1980, 1981). Os efeitos sistêmicos incluem coagulação sanguínea (Klobusitzki, 1961), hemorragia (Mandelbaum et al, 1976; Vargatftig, 1974, Ohsaka, 1979; Soto et al., 1978), choque cardiovascular (causa mais frequente de morte) (Vital Brazil, 1982), mioglobinúria e liberação de compostos farmacologicamente ativos como histamina e bradicinina (Rothschild et al., 1979). As principais espécies são: B. 

jararaca , B. eiythrceneJas, B. cotíara e B. uemedí.

A mortalidade diminui de 20 para 2% quando os pacientes são tratados com o soro antiofídico ou antibotrópico. A toxicidade dos venenos botrópicos é menor do que dos crotálicos (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 são também denominados zootoxinas e podem ser classificados em peçonhas e substâncias tóxicas (Vital Brazil, 1982). As peçonhas são substâncias elaboradas por glândulas especializadas (veneníferas) que desempenham papel relevante na sobrevivência do indivíduo, da colônia e da espécie. As substâncias tóxicas estão localizadas nas vísceras, pele, músculo e humores de várias espécies animais podendo ser elaboradas nos próprios tecidos ou incorporadas pela ingestão de dinoflagelados e/ou outros organismos do fitoplanctum. Além de desempenharem papel na defesa do indivíduo contribuem para diminuir a população de eventuais predadores, mantendo o equilíbrio do ecossistema.
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Segundo Vital Brasil (1982), os peçonhentos podem serclassificados em:a) Animais peçonhentos WJngfãQtes (ôfídiõs ê escorpiões); inoculam secreção venera em suas vítimas através de cerdas, acüleos ou dentes;b) Animais peçonhentos por contato: elaboram substâncias tóxicas que ao atingirei 0 agressor promovem efeitos colaterais ou gerais (batráquios);c) Animais peçonhentos por projeção: projetam a secreção de glândulas veneníferas (serpentes africanas da família 
Elapídae e coleópteros vesicantes-pobós). Somente devem ser consideradas como <<verdadeirani®nte peçonhentas” as serpentes capazes de inocnlar o veneno de suas Presas naturais no homem ou em outros anfrJiais-

Quanto à dentição os ofídios podem ser divididos em 4 grupos (Underwood, 1979 e Vital Brazil, 1982): Aglift^ Opistógiifas, Proteróglifas e Solenóglifas, sendo as duas últimas peçonhentas-
De grande importância no Brasil temos a8 seguintes serpentes: Qvta/us (cascavel sul-americana), Boíhrops (serpen^®8 do gênero Bothrops) e 

Bhpídicas (cobras corais). Estas serpentes pert®3106™ a Vjperjdae comduas sub-famílias, Viperinae , sem representante no Brasil, e QvtaBnae com osgenêros Qvtakis, Botiirvps, Sistnn^, Lache^5 e ^gtístrodm. Possuem um aparelho inoculador especializado q® é constit^do P°r d°is dentes maxilares modificados (presas) ligados através de dois drictos glândulas veneníferas. Durante o ataque eles formam um sistema tipo seringa que permite a inoculação



Segundo Vital Brasil (1982), os animais peçonhentos podem ser classificados em:a) Animais peçonhentos vumerantes (õfidiõs e escoipiões); inoculam secreção venenosa em suas vítimas através de cerdas, acúleos ou dentes;b) Animais peçonhentos por contato: elaboram substâncias tóxicas que ao atingirem o agressor promovem efeitos colaterais ou gerais (batráquios);c) Animais peçonhentos por projeção: projetam a secreção de glândulas veneníferas (serpentes africanas da família 
Bfápidae e coleópteros vesicantes-potós). Somente devem ser consideradas como ‘Verdadeiramente peçonhentas” as serpentes capazes de inocular o veneno de suas presas naturais no homem ou em outros animais.

Quanto à dentição os ofidios podem ser divididos em 4 grupos (Underwood, 1979 e Vital Brazil, 1982): Aglifas, Opistógiifas, Proterógiifas e Solenóglifas, sendo as duas últimas peçonhentas.
De grande importância no Brasil temos as seguintes serpentes: Qnta/us (cascavel sul-americana), Botiimps (serpentes do gênero Botíimps) e 

Sapídícas (cobras corais). Estas serpentes pertencem a família Vjperídae com duas sub-famílias, Viperínae , sem representantes no Brasil, e QvtaJinae com osgenêros Qvía/ís, Bothrops, Sjsírurw, Lachesis e Agtísímáon. Possuem um aparelho inoculador especializado que é constituído por dois dentes maxilares modificados (presas) ligados através de dois duetos às glândulas veneníferas. Durante o ataque eles formam um sistema tipo seringa que permite a inoculação 
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do veneno (Kochva e Gare, 1970).
Nas serpentes dos gêneros Ovtó/w e Botiimps a inervação dos músculos é diferente, permitindo que elas controlem a quantidade de veneno a ser injetada, podendo variar de 0 a 90%. O veneno é acumulado no lúmen da glândula e é expelido durante a picada. Trabalhos sobre estrutura e função das glândulas veneníferas são extensivamente revistos por Gans e Elliott (1968), Kochva e Gans (1970) e Bdolah (1979). O líquido amarelo produzido pelas giândulas veneníferas contém uma expressiva quantidade de toxinas, enzimas e outros componentes.
Enzimas encontradas no veneno têm sido usadas como marcadores no estudo do processo secretório. Na B. jararaca repetidas marcações a cada 3 - 4 dias de intervalo acusaram um decréscimo no veneno e uma regeneração de algumas enzimas do próprio veneno (Schenberg et al., 1970).
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Qnímica e Bioqrfmica dos Veneaos Ofidic©»
Os venenos presentes em diversos tipos de animais (serpentes, escorpiões e aranhas) contêm várias enzimas» As atividades dessas enzimas não pcxtem ser ignoradas quando se considera a ação fisiopatológica do veneno como um todo (Meldrum, 1965). Encontram-se descritos a seguir os prováveis mecanismos fisiopatoiógicos:a) Efeito local com dano capilar e necrose de tecidos por proteinases, fosfolipases, arginina éster hidrolase e hialuronidase (Slotta, 1955; Iwanaga e Suzuki, 1979; Hairis, 1985);b) Ação coagulante e anticoagulante pelo efeito de várias proteinases e fosfolipase A (Vital Brazil, 1982);c) Hipotensão aguda e dor devido a peptídeos vasoativos do sistema cinina (cininogenase) Iwanaga e Suzuki (1979).
Algumas enzimas são encontradas em todos os venenos, outras ocorrem em certos grupos taxonômicos e são características somente de algumas espécies (Iwanaga e Suzuki, 1979). Segundo os mesmos autores (1979), as principais enzimas encontradas nos diversos venenos ofídicos são: Fosfolipase Ag (3.1.1.4), L-Aminoácido Oxidase (1.4.3.2), Fosfodiesterase (3.1.4.1), 5-Nucleotidase (3.13.5), Fosfomonodiesterase (3.1.3.2), Desoximbonuclease (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, arginina-ester-hidrolase, cininogenase (3.4.4.21), ‘trombin like enzima’ (enzima semelhante a trombina), ativador do fator X e ativador da protombina presentes em venenos Grotâtídeos e Víperídeosr, Acetilcolinesterase (3.1.1.7), FosfolipaseB (3.1.1.5) e glicerofosfatase, presentes somente em venenos 



elapídicos; Transanoimse glutâmica pirúvica (2.6X2), catalase (1.11.1.6), amilase (3.2.I.I.), b-glucosaminidase, lactato desidrogenase (1.1.1.27) e 'heparinase like enzima' (enzima semelhante à heparina), encontradas em outros venenõs não especificados.
O estado comparativo das atividades enzimáticas dos venenos confirma a grande heterogeneidade destes produtos naturais. Certas enzimas são típicas de certas famílias de veneno. O veneno elapídico por exemplo é caracterizado pela acetilcolinesterase, que nunca é encontrada nos viperídeos e crotalídeos (Iwanaga e Suzuki, 1979).
Por outro lado endopeptidase, arginina-éster-hidrolase, ‘trombin like enzima’, cininogenase e fator procoagulante que são distribuídos nos venenos viperídeos e crotalídeos não são encontrados nos venenos elapídicos (Deutsch e Diniz, 1955; Iwanaga e Suzuki, 1979). Com raras exceções (Ophiophagus hannah e Pseudechis collettii), o veneno elapídico possui baixa atividade proteolítica e de arginina-éster-hidrolase.
As enzimas podem estar sujeitas a grandes variações dependendo da condição da serpente (idade, nutrição, sexo, espaço físico ou habitat). Bonilla et al (1973) compararam várias atividades enzimáticas de venenos estudando 4 grupos de serpentes C. hoirídns homdus (3-6, 7-12,13-18 meses e adultos). O resultado sugeria um aumento contínuo no conteúdo total de proteínas desde o nascimento até a vida adulta. A atividade L-amino ácido oxidase aumentava com a idade, contado a atividade de fosfodiesterase e ‘trombin like enzima’ aparentemente diminuía no animal adulto.
Outra dificuldade a ser considerada no estado comparativo de atividade



emmátiea é que o valor obtido não representa 0 valor absoluto. Alguns destes venenos (E contêm um inibidor que reduz sua atividadeproteolítica(Raudonate Rocha e Silva, 1962) e uma enzima que destroi a dnina, principalmente endopeptidase interferindo com a atividade cininqpiase (Iwanaga e Suzuki, 1979).
As diferenças na composição dos venenos não são somente restritas às suas enzimas, mas também para polipeptídeos tóxicos e substâncias biologicamente ativas. E bem conhecido que 0 veneno elapídico contém toxinas de baixo peso molecular (10.000) que passam através de membrana de diálise (30 a 70%), enquanto nos venenos viperídeos e crotalídeos são de alto peso molecular e pouco dialisáveis - 5 a 17% - (Mebs, 1969).
Estes resultados sugerem as características peculiares para os venenos. No veneno elapídico a substância molecular é pequena e pobre em enzimas e nos venenos viperídeo e crotalídeo a proteína apresenta alto peso molecular, sendo ricos em enzimas (Mebs, 1973).
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Tipos de Toxinas Presentes no Veneno de Serpente
As proteínas dos venenos ofídicos podem ser apresentadas em mais de 10 cat^oriãs cõm base em sua estrutura quíiiiíca e propriedades fanriacológicas. Para maior simplificação, as toxinas protéicas podem ser agrupadas em 4 grupos (Karlsson, 1979):a) Neurotoxinas pós-sinápticas (cadeias curtas e longas);b) Toxinas de membrana (cardiotoxina, citoxina, fator lítico, citotoxina e outros);c) Toxinas com estrutura fosfolipásiea (toxinas pré- sinápticas, mionecróticas) ed) Outras toxinas (crotamina, convubdna, giroxina, toxina mojave).
As neurotoxinas são as frações mais tóxicas dos venenos e estão divididas em classes farmacológicas de acordo com seu sítio de ação: muitas revisões sobre neurotoxinas foram realizadas desde 1970 (Jimenez Porras, 1970; Lee,1972; Cheymol et al., 1972; TU, 1973; Mebs, 1973; Zlotkin, 1973; Yang e Chang, 1974; Karlsson, 1979).
As neurotoxinas pós-sinápticas se ligam ao receptor nicotinico da acetilcolina e impedem a sua ação despolarizante. Estas toxinas são comumunte referidas como curariméticos, curariformes ou ‘curare like’.
As neurotoxinas pré-sinápticas inibem a liberação de acetilcolina tendo letalidade maior do que a das toxinas pós-sinápticas. As neurotoxinas pré- sinápticas são extremamente letais e estruturalmente relacionadas com fosfatase A. Algumas neurotoxinas pré-sinápticas podem ter efeito mionecrótico 
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prodaándo necrose de fibras musculares (Karisson, 1979).
Toxinas de membrana formam outro fraude grupo. Elas alteram a permeabilidade de membrana» em uma grande variedade de células e tecidos, podendo ser referidas também como cardiotoxinas, fator litico ou toma citotóxica (Harris, 1984; Meldrum, 1965).
Ao lado de uma grande variedade de substâncias presentes no veneno ofídico, o teve growth factor’ (NGF) é uma das substâncias que mais desperta curiosidade, sendo um agente que regula o crescimento e diferenciação de neurônios simpáticos e em alguns casos do tecido neural (Levi-Montalcini and Angeletti, 1968). O NGF representa um grupo de proteínas relacionadas pela evolução de um gen ancestral comum. O NGF pode ser encontrado em baixas concentrações, numa variedade de tecidos em todos os vertebrados examinados (Levi-Montalcini and Angeletti, 1968). Esta substância está presente em maior concentração em três famílias de serpentes venenosas: Elapjdae, Gvta/jdae <? 

ídperfdae . Todas as espécies da família Qvtalldae examinadas possuem NGF (Hogue-Angeletti e Bradshaw, 1979). O NGF da Bothrops Jararaca apresenta um componente principal com peso molecular de cerca de 30.000.
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Co®ititnmte® Inoifimcos e CoBstitaiBte® &>âmc©f Wío ProteicoB
Aproximadamente w% dõ coilteuuõ dõ vêlienõ é dê iiiãteriãl protela). A maioria dos componentes tóxicos e biologicamente ativos consiste de material protéico. A porção não protéica do veneno é muito menor e em gerai biologicamente menos ativa. A fração não protéica contém íons metálicos, ânions inorgânicos e algumas moléculas orgânicas pequenas incluindo peptídeos, lipídios, nucleosídeos, carboidratos e aminas (Bieber, 1979).
Os constituintes inorgânicos incluem metais e não metais. No grupo dos metais podemos citar o K+, Na+, Zn++, Ca++, Mg++, Fe++ e Co4"8* (Devi, 1968; Friedrich e TU, 1971; Bieber, 1979). Um estado sistemático destes metais existentes no veneno de 17 tipos de serpentes (Friedrich e TU, 1971) incluindo 

Grvtalidae, Viperídse e JElapldae demonstrou que a atividade proteolítica e hemorrágica decrescia marcadamente após diálise, sugerindo que os metais iônicos podem ser responsáveis por estas atividades. Observou-se o reaparecimento de atividade hemorrágica quando à fração dialisada era adicionado o íon magnésio após 48 horas de diálise com água destilada (Bieber, 1979). Dentre os não metais inorgânicos presentes destacam-se o fósforo e o cloro (Devi, 1968; El-Hawary e Hassan, 1974a; Bieber, 1979). Até agora não há demonstração de função fisiológica para os mesmos.
O fósforo contido no veneno pode ser resultante de degradação dos tecidos da glândula venenifera porque muitos venenos contêm enzimas capazes de hidrolisar ácidos nucléicos, fosfolipídeos e ésteres de fosfato orgânico.
Os principais constituintes orgânicos não protéicos são os lipídios,
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Coiistitaiiites Ittoifánic» e Constitaiates Ogâmcos Mi© Proteicos
Aproximadãniente 90% uü Cõilteúdõ dõ veneno é dê material proteico. A maioria dos componentes tóxicos e biologicamente ativos consiste de material protéico. A porção não protéica do veneno é muito menor e em geral biologicamente menos ativa. A fração não protéica contém íons metálicos, ânions inorgânicos e algumas moléculas orgânicas pequenas incluindo peptídeos, lipídios, nucleosídeos, carboidratos e aminas (Bieber, 1979).
Os constituintes inorgânicos incluem metais e nâo metais. No grupo dos metais podemos citar o K*,  Na*,  Zn* +, Ca**,  Mg**,  Fe**  e Co**  (Deví, 1968; Friedrich e TU, 1971; Bieber, 1979). Um estado sistemático destes metais existentes no veneno de 17 tipos de serpentes (Friedrich e TU, 1971) incluindo 

Qvtatídae, Viperídae e fflapjdae demonstrou que a atividade proteolítica e hemorrágica decrescia marcadamente após diálise, sugerindo que os metais iônicos podem ser responsáveis por estas atividades. Observou-se o reaparecimento de atividade hemorrágica quando à fração dialisada era adicionado o íon magnésio após 48 horas de diálise com água destilada (Bieber, 1979). Dentre os não metais inorgânicos presentes destacam-se o fósforo e o cloro (Devi, 1968; El-Hawaiy e Hassan, 1974a; Bieber, 1979). Até agora não há demonstração de função fisiológica para os mesmos.
O fósforo contido no veneno pode ser resultante de degradação dos tecidos da glândula venenífera porque muitos venenos contêm enzimas capazes de hidrolisar ácidos nucléicos, fosfolipídeos e ésteres de fosfato orgânico.
Os principais constituintes orgânicos não protéicos são os lipídios, 
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carboidratos, riboflavina, nudeotídeo, ammoácidos e peptídeos. Devi (1968) demonstrou a presença de lipídios e ribose nos venenos de M naja, K rvasell, e 
C. durissus t&riÊcns, e descreveu também a presença de galactose e glicose em 
K rw®*ZA  Em geral a cor amarela do veneno é devido à presença de riboflavina. Uma extensa literatura indica a sua presença como coenzima L-amido-ácido- oxidase. (Sarkar e Devi, 1968). Foi demonstrada a presença de açúcar no veneno de B. Jararaca (Fischer e Dorfel, 1954), purina (Doery, 1954) e de hipoxantina (Doery, 1957).

Aminoácidos e peptídeos são os constituintes não proteicos que apresentam maior atividade biológica. Um grrç» de pequenos peptídeos apresenta potente efeito vasoativo nos sistemas biológicos. Os resultados de vários estados sugerem que muitos ácidos que ocorrem em proteínas estão presentes na forma livre no veneno ofídico (Devi, 1968; El Hawary e Hasson, 1974b; Bieber, 1979). Serotonina, bufotenina e n-metiltriptofano estão presentes nos venenos de serpentes elapídicas, viperídicas e crotalídicas (Welsh, 1966). Rocha e Silva e colaboradores (1949) foram os primeiros a demonstrarem a liberação de bradicinina no plasma sob a ação do veneno de B. Jararaca. Uma fração peptídica farmacologicamente ativa é o fator potenciador da bradicinina (BPF). Este fator inibe as enzimas proteolíticas que inativam a bradicinina e catalisam a conversão de angiotensina I em angiotensina II. Através de métodos de fracionamento do veneno de B. Jararaca foram isolados nove peptídeos biologicamente ativos (Ferreira et al., 1970)
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Lotei Presentes a© BnwnenameBto Ofidico
Mitchell(1860-1868) em estado experimental sobre lestes causadas pelo veneno de cascavel, verificou que o efeito do mesmo sobre meseiltériõ era a hemorragia. Concluiu da mesma observação que o sangramento era provocado pela ação direta do veneno. Posteriormente Mitchell e Reichert (1886) observaram que a hemorragia não ocorria nas artérias e nas veias, mas somente nos capilares. Como não encontraram lesões ou raptaras da parede capilar, deduziram que o sangue escapava por filtração através da parede vascular.
Noguchi (1909) demonstrou ação tóxica do veneno de Qvtakes 

adamanteus sobre endotélio. Pearce (1909) em um trabalho considerado clássico, descreveu as lesões glomerulares produzidas experimentalmente pelo veneno de Qvtalus adamanteiis . Pearce demonstrou a presença de uma lesão giomerular "exudativa’' isolada ou associada à hemorragia. Mallory (1.926) realizou estudos histológicos de três casos de necrópsia nos quais descreveu numerosos trombos hialinos nos capilares do pulmão e no fígado, fragmentação da íntima dos vasos enquanto a média e a adventícia não mostraram alterações.
Mac-Clure (1935) publicou um caso clínico de B. jararacussir onde relatou testes que consistiram em uma glomerulonefrite difusa aguda.
Taube e Essex (1937) após injeção intravenosa de veneno de Grvía/as 

adamanteus em cães encontraram hemorragias petequiais maciças em todas as serosas e mucosas e em várias paiênquimas.
Rotter(1937), na Costa Rica, descreveu alterações histológicas por B. 

atrnx em coelho, concluindo que a sua aç&o proteolítica era menor do que a de 
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B. jaaxa. Rstter também descreveu lesões do sistema nervoso central e do sistema vascular em três pacientes picados por Botimps, com as seguintes características: forte edema e hemorragia nas vizinhanças da picada, ífrandes artériãs è Veíãs SeBa ãnõnnãliuãdêS, peqüènãs ãftériãã Côiíl alterações glaVes, hemorragia do cerebelo, danos arteriais nos gânglios de base, causando uma perturbação funcional do sistema vascular cerebral, bem como diminuição de consistência das meninges. Edema pulmonar e hiperemia de orgãos parenquimatosos também foram descritos.
Magalhães (1935) observou hemiplegia, em um paciente, oito dias após picada de Gvtalus temficns terrificus.

Fidler et al. (1940) estudaram alterações patológicas experimentais provocadas pela injeção do veneno de GvtaJus adamanteus (Rattlesnake) na 
Macaca mídatta que apresentou edema hemorrágico na pele no local da inoculação, com lesões necróticas na parede dos pequenos vasos e capilares que continham trombos. Em três animais houve degeneração gordurosa dos túbuios renais, cuja provável causa mortis foi o choque. Contudo, nâo encontraram lesões hemorrágicas ou exsudativas das alças giomerulares descritas por Pearce (1909). No SNC encontraram leve congestão no cerebelo e medula, nos pequenos vasos, meninges e substâncias cinzenta e branca.

Amorim e colaboradores (1951) após minuncioso estudo histopatológico relataram os resultados experimentais de pesquisas feitas com veneno de 
Bothrops jararaca em coelhos e ratos, e com veneno crotálico em coelhos, ratos e cães. Os autores chegaram as seguintes conclusões:a) As hemorragias eram frequentes em várias orgãosinternos e vasos no sistema nervoso;
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b) Era frequente a trombose Maliam dos capilares do pulmão;c) A necrose hialina da parede capilar, anteriormente descrita por Rotter, só foi encontrada em 1 caso de envenenamento, na pele no locai da injeção;d) Não houve lesões de glomendonefrite focal ou difusa no coelho e no rato;e) No envenenamento botrôpico encontraram lesões hemorrágicas glomerulares no rim, idênticas àquelas descritas por Pearce no envenenamento pela cascavel Norte Americana, Grotalus adamaníens.

“As lesões produzidas nos orgãos no ofidismo experimental variam segundo a espécie zoológica dos animais empregados e conforme a qualidade do veneno, que depende do fenômeno e da espécie zoológica da serpente doadora do mesmo” (Amorim at al., 1951).
Após minuncioso estado histopatológico, Azevedo e Teixeira (1938) descreveram um caso onde o paciente picado por B. Jararaca apresentou necrose simétrica da córtex renal, hemorragia da cápsula renal, da mucosa intestinal e das pleuras, necrose das células hepáticas, hiperemia das glândulas supra- renais, broncopneumonia hemorrágica e hidroperitônio. Edema e hiperemia dos pulmões, edema da vesícula biliar e edema sub-cutâneo também foram evidenciados. Os principais achados clínicos foram a anemia com endoarterite e a glomerulonefrite difusa levando à necrose simétrica da córtex renal, ocasionada por lesões obliterantes dos vasos renais. As causas mais comuns de necrose bilateral aguda da córtex renal em adultos são os acidentes no último semestre da gravidez (Matlin e Gaiy, 1974), septicemias, toxinas, traumas, queimaduras, pancreatite hemorrágica aguda e acidentes ófidicos.
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Segundo Houssay (1930) as ações tóxicas das peçonhas ofídicas polem ser divididas em curarizantes (peçonha da Naja-naja \ neurotóxicas (peçonha do gênero QvtaAs), chocantes ou hipotensoras (peçonha do gênero Bothnps) e coagulantes maciças do sangue (peçonha íâpera mssell ou injeções venenosas d® doses elevadas de peçonha de Bothrops}.

Segundo Vital Brazil (1982) as peçonhas viperidícas se caracterizam na sua grande maioria por induzirem estado de choque (causa mais frequente de morte), exercerem intensa atividade proteolítica, coagularem o plasma sanguíneo, produzirem hemorragia, produzirem acentuado efeito local com hemorragia e necrose dos tecidos, liberarem substâncias farmacologicamente ativas como bradicinina e histamina e não produzirem efeitos neurotóxicos com exceção do gênero Crotalus .

Especialmente com relação à peçonha de Bothmps, Vital Brazil (1982) ressaltou como principais características a indução do estado de choque, atividade proteolítica, hemorragia, liberação de bradicinina, edema hemorrágico e necrose de tecidos.
O choque é portanto a causa mais frequente de morte no envenenamento botrópico. O mecanismo fisiopatológico envolve a liberação de bradicinina, perdas sanguíneas por hemorragias de vários órgãos, desvio de plasma para o edema, liberação de várias substâncias em consequência da ação citotóxica de enzimas proteolíticas e de fosfolipases mionecrosantes, alterações renais, e presença de trombo serpentina e ativador do fator X podendo levar à coagulação intravascuiar disseminada.
Os principais componentes dos venenos que têm sido relacionados com os 
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efeito® locais sfio as proteases, as fosfolipases e as hemorragmas.
A hemólise é mais frequente nos acidentes com elapídeos do que com viperídeos ou crotalídeos. A fosfoiipase A e o DLF (fator iítico direto) são os mais ativos componentes na hemólise (Condrea, 1979). Os efeitos hemorrágicos e necróticos durante muito tempo estiveram relacionados com a ação de enzimas proteolíticas(Houssayl930). Posteriormente estados comprovaram a dissociação destas atividades (Ohsaka 1979). Mandelbaum et al. (1988) estudaram a relação de fatores hemorrágicos e proteases isolados de três espécies de Botímps 

(jararaca, nemedí e moojenf). O veneno de B. Jararaca possui os fatores hemorrágicos HF1, HF2 e HF3 e a toxina bothropasina, que é capaz de provocar hemorragia quando usada em doses maiores do que o fator hemorrágico (HF2) que possui peso molecular de 50.000 (Queiroz et al., 1985). Atualmente cerca de 40 toxinas hemorrágicas já foram isoladas em veneno de viperídeos (Mandelbaum, 1988).
O efeito do edema parece ser devido à liberação de mediadores como: aminas biológicas, histamina, serotonina e prostagiandinas (Rothschild, 1979). A liberação destes compostos parece estar relacionada ao aumento da permeabilidade capilar, hipotensão e choque. As enzimas implicadas nestas atividades sâo as cininogenases, fosfolipases e hidrolases de éster da arginina.
A liberação de histamina de tecidos parece estar relacionada com as fosfolipases (Rothschild et al.; 1979), porém outros componentes do veneno como o fator liberador de histamina (do veneno de Vipera palestinae\ crotamina e DLF (do veneno de Naja íaja) são capazes de liberar histamina (Damerau et al., 1975).

•17-



Trabalho recente de Kaòi^oum^ian & Polizelli (1989) relaciona o tamanho da serpente B. moojení com seus efeitos tóxicos, concluindo que as maiores serpentes apresentam aumento nas suas ações locais como edema, necrose e infecção secundária com leve perda em sua ação coagulante.
Vargaftig (1970) observou a liberação de um fator hipotensor após incubar gema de ovo ou lecitina com veneno de B. jawaca, B. ativa e B. 

adamateus . Esses venenos contêm fosfolipases e poderíam estar gerando SRS (slow reacting substance). Essa substância de reação lenta é resultante da ação de enzimas intracelulares sobre ácidos graxos liberados pelas fosfolipases que agiríam sobre os fosfolipídeos da membrana liberando ácidos graxos (ácido araqiridônico), que sob a ação da cicloxigeiiase e lipoxigenases formam compostos ativos como as prostagiandinas (PGs) e leucotrienos (Damerau et al., 1975; Harris, 1985). Estes compostos ao produzirem seus efeitos biológicos causariam aumento da permeabilidade vascular, edema e hipotensão. O mecanismo produtor de hipotensão ainda não se encontra totalmente elucidado, mas parece resultar dos efeitos causados pelos componentes do veneno e das substâncias liberadas.
Os venenos botrópicos possuem atividade anticomplementar (Calich et al., 1978) que pode induzir a formação de anafilatoxinas do tipo C3a e C5a semelhante ao que ocorre com o veneno de Nqja n^fa (Vogt, 1974). Apesar da capacidade de liberar histamina, a maior importância parece estar relacionada à indução de quimiotaxia no local da picada (Rothschiid et al., 1979), não sendo provavelmente responsável pelos acentuados efeitos locais.
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Mefr©to«idade
As alterações renais cansadas por picada de serpentes induem giomeraiite (Sant et ai., 1972), giomeruionefrite (Seedat et aL, 1974), arterite (Sitprija et al., 1979), nefrite intersticial (Sant et al., 1972), necrose tabular (Sitprya et al., 1973 e 1979; Chugh et al. 1975; Amaral et al., 1985 e 1986), necrose cortical (Oram et al., 1963; Varagunam et al., 1970; Amaral et al., 1985) e infarto renal (Raab et al., 1966). A insuficiência renal é portanto a manifestação mais comum. Outras alterações são a hematúria, mioglobinúria, hemogiobinúria, protemúria e síndrome nefrótica (Steinbeck, 1960).
Amaral et al., (1985) descreveram necrose cortical após acidente por B. 

jararaca e B. jarmcissa', Neste trabalho demonstraram ação nefrotóxica direta e indireta, com alterações giomerulares (nefrite), tabulares, hemólise (hemogiobinúria) e alterações musculares (mioglobinúria).
Recentemente Rezende et al. (1989), descreveram alterações histopatológicas renais em ratos iryetados com o veneno de B. jararaca, utilizando dose letal 50% (DL50) de 14 pgfg de peso corporal. Doses menores não apresentaram alterações renais evidentes. Os animais tratados com o veneno desenvolveram insuficiência renal caracterizada pelo decréscimo na filtração glomerular, no clearance osmolar, na fração de sódio urinário excretado, bem como o aumento da creatinina plasmática. O histopatológico indicou proliferação da matriz mesangial, alteração degenerativa dos túbuios, caracterizada pela redução das bordas em escova e vacuolização citoplasmática; estas alterações ocorriam 5 horas após exposição ao veneno.
O envolvimento renal ocorre na forma de insuficiência renal aguda, 
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secundária a necrose tubular (Lopez et al., 1972; Amaral et al., 1986; Kouyoimdjian, 1986), necrose cortical renal (Azevedo et aL, 1938; Amaral et al, 1985) e ocasionalmente, gtomeralonefrite (Mac Clure, 1935).
Componentes tóxicos dos venenos podem agir de forma direta ou indireta sobre as células renais (Raab et al., 1966). Os efeitos tóxicos sobre os rins podem, causar: a) Alterações de células renais (nefrite), células tubulares renais (nefrose); glóbulos vermelhos (hemoglobinúria), células musculares (nefrose mioglobinúrica), células nervosas (aumento da suscetibilidade renal);b) Efeitos enzimáticos com lise celular e trombose causando infarto renal, formação de anafilatoxina e degranulação de mastócitos podendo ocorrer choque anafilactóide e nefrose;c) Alterações glomerulares que podem ser degenerativas ou inflamatórias, tabulares, causando nefrose por efeito tóxico direto ou efeitos secundários pela degeneração celular (hemoglobinúria e miogiobinúria); hipóxia vascular e infarto renal.
A lesão glomerular pode ser resultado de glomerulonefrite proliferativa (Seedatet al., 1974). Este tipo de lesão (giomerulite, glomerulonefrite e síndrome nefrótica) foi descrita nos acidentes ofídicos. As alterações glomerulares consistem de proliferação de células endoteliais e mesanglais, com deposição de fibrina. Ocasionalmente ocorre crescimento epitelial e geralmente a membrana basal não apresenta alteração significativa (Sitprija et al., 1979)
Os achados imunológicos mais comuns consistem na deposição de IgM e 

-20”



de C3 nas áreas mesangiais se estendendo por toda a parede capilar. A intensidade de deposição varia conforme o veneno, sendo mais acentuado com 
Vip&a nissell (Sitprija et al., 1979). Amorim et al. (1951) descreveram lesões giomeraiares hemorrágicas.

A patogênese da lesão glomerular é decorrente da irritação direta causada pelo veneno sobre os vasos e algumas vezes sobre os capilares glomerulares (Jimenez-Porras, 1970), do efeito hemorrágico na membrana basal glomerular (Ohsaka, 1973), da deposição de fibrina e da reação imunológica. A C.I.D. (coagulação intravascular disseminada) pode causar danos glomerulares com proliferação de células mesangiais (Vassalli e Mc Cluskey, 1965), fato frequente nas picadas por crotalídeos, sendo estas alterações semelhantes às causadas pela toxemia gravídica. Há evidência de deposição de complexos { imunes no glomérulo indicando a importância deste mecanismo na patogênese da lesão vascular (Sitprija, 1979).
A lesão arterial foi demonstrada pela ação do veneno de E (sendo a alteração mais comum a arterite necrosante da artéria interlobular (Sitprija et al., 1979). Também foi observado tromboflebite com depósito de C3 nas paredes das arteríolas aferentes e eferentes. Os dados sugerem que o efeito pode ser mediado pela ativação do complemento (Sitprija, 1979) não sendo detectadas imunoglobulinas (Bruninga, 1971; Ruddy et al., 1972).
Estados em pacientes picados por E nessel demonstraram degeneração, necrose e regeneração de células epiteliais no tabulo distai e túbulos coletores, com ruptura de membrana basal. Os túbulos proximais foram menos atingidos.

-21-



Na insuficiência renal foram observados alterações interaticiais, sendo o edema mais constante e pronunciado na porção cortical. As células inílamatórias (linfócitos, células plasmáticas, mononucleares) estavam presentes no tecido intersticial da junção corticomedular localizadas em tomo dos túbuios coletores necrosados, podendo penetrar dentro dos túbuios. As lesões intersticiais são secundárias à necrose tubular. Nefrite intersticial não foi observada. Os túbuios e interstício não apresentaram depósitos imunológicos (Sitprija, 1979).
Segundo Hadler e Vital Brazil (1966) uma das causas de lesão tabular renal seria o efeito da lisolecitina formada pela atividade de fosfolipase A.
A necrose do córtex renal foi observada em acidentes por A Jararaca (Azevedo et al., 1938; Sitprija e Boonpucknavig 1979; Amaral 1985); &his 

carínatus (Oram et al., 1963); Agtístrodon hjpnaJe (Varagunam et al., 1970) e
Vipera russeJ (Chugh et al., 1975). A lesão é geralmente associada à CID com depósitos de fibrina no leito dos vasos, podendo ocorrer calcificação do córtex (Oram et al., 1963). A lesão renal mais comum nos acidentes por B. Jararaca é a necrose cortical (Azevedo et al., 1938; Amaral 1985; Sitprija e Boonpucknavig 1979).

O estado hemodinâmico renal demonstrou uma diminuição da circulação cortical onde encontram-se envolvidos fatores tais como a hipotensão arterial observada no envenenamento crotalídeo (Vital Brazil et al., 1966), CID, hemólise e arterite . A associação entre necrose tubular e CID também foi observada (Clarkson et al., 1970; Sitprija 1979). Algumas vezes a CID pode causar danos giomerulares com proliferação de células mesangiais (Vassalli e McCluskey, 1965), fato frequente nas picadas por crotalídeos.
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Observou-se também obstrução tabular camada por hemogtobinúria(Peiris et al., 1969) e diminuição do lúmen arterial em picada por E russel. Amiogiobinúria pode ocorrer, sendo secimdária a mionecrose, em picadas de
tabular pela mioglobina (Sitprij a et al., 1979).

Na figura 1 podemos observar um diagrama da patogênese da lesão renal.
As manifestações clínicas renais mais comuns são a proteinúria, síndrome nefrótica, hematúria microscópica e macroscópica. Hemoglobinúria e miogiobinúria são pouco comuns.
Na insuficiência renal por peçonha de serpentes marinhas há hipercalemia secundária à mionecrose.



Patogênese da Lesão Renal

Figura 1



ObjetiwK
Os acidentes ofídicos no Brasil têm grande importância na prevalência da insuficiência renal aguda. Em nosso meio e elevada a frequência de acidentes ofídicos por B. jararaca, especialmente no meio rural. O presente trabalho tem o objetivo de aprofundar e caracterizar a nefrotoxidade induzida pelo veneno de B. 

jararaca .

As alterações renais induzidas pelo veneno, bem como a relação dose - efeito sobre o rim são pouco conhecidas e somente estudadas in vivo onde fatores neurais e humorais interferem no processo. Utilizando um modelo de perfusão de rim isolado de rato in vitro desenvolvido por Bowman e Maack (1970) e Ross (1972), e posteriormente modificado por Fonteles (1980,1982), podemos avaliar o efeito direto do veneno na preparação.
Os objetivos do presente trabalho são:1) Identificar alterações agudas específicas de função renal induzidas pelo veneno.2) Avaliar alterações histológicas nos rins tratados com o veneno in vitro, sem a interferência de outros efeitos fisiológicos de natureza sistêmica.3) Estabelecer relação dose efeito na produção de nefrotoxicidade.4) Avaliar o papel de possíveis fatores determinantes da evolução da insuficiência renal por acidente ofídico bem como da perspectiva de bloqueio fermacológico, mediante o uso de modernos agentes da terapêutica experimental.
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Material e Métodos



Ammais fc^rmeatais
Ratos albinos, adultos, pesando entre 250 e 320g, de ambos os sexos. Os animais antes de serem utilizados foram mantidos em jejum por 24 horas e água 

ad/ibítam.

Sistema de Perftis&o do Rim Isolado
A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da função renal levou inúmeros pesquisadores a desenvolverem a técnica de perfusão de rim isolado.
Nas últimas duas décadas, algumas descobertas propiciaram uma melhora considerável da perfusão do rim isolado:a) O uso de albumina bovina (fração V) pura na solução perfusora (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 solução de Krebs-Henseleit (Shurek, 1980);c) Adição de substratos na solução perfusora tais como glicose, aminoácido, lactato, oxalacetato, piruvato (Bahlman et al, 1967; Nishiitsxrtsuji-Uwo et al., 1967; De Melo e Maack, 1976);d) Utilização de um filtro do tipo miliporo no sistema de perfusão para rins de coelho (Pegg, 1971) e rato (Ross et al.,1973; Cohen et al., 1977; Fonteles, 1980 e 1982)e) Adaptação de um pulmão artificial (Fonteles, 1980) baseado no modelo de Hamilton et al. (1974), utilizado originalmente
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Seringo

Figura 2
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Figura 2



para perftisão de figado isolado.
Atualmente existem dois modelos para perftisão do rim isolado. O sistema aberto, onde o pênusato não recircula através uõ rim, Cuja principal vantagem é a manutenção constante de parâmetros funcionais renais. Porém, apresenta um elevado gasto de albumina, o que leva a custos operacionais altíssimos. Um outro, o sistema de perftisão com recirculação e diálise, apresenta algumas vantagens como a manutenção constante de parâmetros funcionais renais, utilização de albumina ou outras substâncias na solução perfosora em volume menor, manutenção constante de substâncias dialisáveis na solução de perftisão e a oxigenação adaptada no próprio dialisador. O desenvolvimentodeste sistema permitiu uma preparação adequada para muitos estudos de fisiologia, biqinmica, farmacologia, imunologia e endocrinologia (Schureket 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 e 1982).
O sistema de perftisão 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 modificações introduzidas por Fonteles (1980) e Moreira Lima (1983) culminaram com o desenvolvimento de um sistema de perftisão com recirculação onde foi adicionado um pulmão artificial do tipo silástico. Para a realização satisfatória dos experimentos aqui descritos, fez-se necessária a troca do cilindro contendo a solução perfosora por outro de menor volume (50ml) e de paredes retas o que proporcionou uma maior economia de solução e facilidade na limpeza do sistema (figura 2).
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Calibração de FIbxo e reiistêucia n© sistema de Perfasáo
Após limpeza com detergente e água bidestilada aquecida, o sistema foi môntãdu e calibrãuô utilíZãiidose uüãs Curvas. Uiüã CíüVã relâCÍoriândõ leitura do fluxômetro e fluxo em ml/min (fig 3A). 0 fluxo foi então calibrado para cada velocidade da bomba de perfusão, registrando-se a pressão de perfusão e o fluxômetro para cada unidade de bomba (1, 2, 3, 4 e 5) plotando-se no gráfico a leitura registrada no fluxômetro. Este procedimento foi realizado ante de cada experimento, com a cânula arterial, para se conhecer o fluxo de perfusão renal em face da resistência da própria cânula. A outra curva relacionava fluxômetro e pressão de perfusão, determinada pela resistência ao fluxo no sistema (figura 3B).
Solução Perfusora
A solução utilizada foi a de Krebs-Henseleit modificada, concentrada 20 vezes contendo os seguinte sais:NaCl 33,50gKC1 l,85gNaH^PO^.HgO WMgSCVItO l,473gUréia 2,5g
48 horas antes do experimento foram preparados 2000 ml de solução retirando-se lOOml da sol. concentrada de Krebs-Henseleit, previamente preparada e acrescida de: NaHCQg 4,2gCaCl2.2}^0 0,74g
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GlicosePenicilina 0,050gApós a diálise adicionou-se:Inulina 0,075gGlutation 0,046g
O volume foi completado para 2000mi de água bidestilada. Desta solução foram retirados 120ml e acrescentados 30ml de albumina bovina a 30% (Biobrás) para constituir a solução de perfusão, que foi em seguida colocada em sacos de diálise (Dyalisis “sacks" 250 ■ 7 U • Sigma). O restante da solução foi colocado dentro de um frasco com capacidade para 2000ml, que banhava a solução de perfusão, já colocada nos sacos de diálise.
A diálise da solução perfusora contendo albumina foi realizada para retirar várias substâncias contaminantes como citrato, piruvato, lactato (Hanson & Ballard, 1968; Cohen et al., 1977; Schurek et al., 1970; Ross, 1978) por 48 horas. O pH da solução de perfusão foi ajustado para 7,3 - 7,4. A solução de Krebs- Henseleit foi trocada com 24 horas e mantida sobre um homogeneizador em câmara fria a 4’C.
Técnica Cirúrgica
Inicialmente, a técnica descrita neste trabalho era realizada com canulação da artéria renal através da artéria aorta abdominal o que permitia a perfusão do rim isolado sem a interrupção do fluxo sanguíneo a este orgão (Weiss et al., 1959). Esta técnica foi modificada com aprimoramento da canulação da artéria renal através da artéria mesentérica superior (Bahlman et al., 1967; Nishitsutsujuwo et al, 1967).
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Os animais foram anestesiados com injeções intra-peritoneais de pentobarbital sódico na dose de Sm^lOOg de peso corporal. Inicialmente, a veia femural foi isolada e manitol (lOOmg) diluído em 1,5 ml de água bidestilada foi administrado. Após realização de assepsia dã parede abdominal, procedeu-se a uma incisão mediana e duas incisões perpendiculares à linha alba, com cuidado para não lesar os orgãos adjacentes, facilitando a abertura do campo cirúrgico e uma melhor visualização das estruturas anatômicas. Após esta etapa, rebateu-se as vísceras abdominais para o lado esquerdo e com uma gaze umedecida em soro fisiológico a 38°C, manteve-se a umidade dos tecidos. Com este procedimento foi possível a visualização do rim direito e das estruturas circunvizmhas. Com uma lupa (7x) foi identificada e dissecada a artéria mesentérica superior e observado se havia coincidência no mesmo piano com a origem da artéria renal direita na aorta abdominal. Após este procedimento o ureter direito foi dissecado e obstruído distalmente, seguindo-se sua canulação 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 glândula supra-renal direita, sendo isoladas, saturadas e seccionadas. O rim direito foi descapsulado e limpo da maioria dos tecidos peri-renais. Injetou-se então mais lOOmg de manitol e 50 unidades de heparina na veia femural. Após o início do procedimento cirúrgico uma parte da solução (40ml) já oxigenada foi desviada para o sistema de perftisão in situ, para canulação da artéria renal; a via de acesso foi a artéria mesentérica superior, introduzindo-se a cânula arterial renal na direção da artéria renal direita penetrando cerca de 3 a 5mm, sendo feita a fixação da cânula. Logo após, os órgãos foram isolados com pinças hemostáticas e seccionados, sendo retirado o rim com o ureter livre dos outros órgãos e fixado à cânula perfusora. Finalmente, o rim foi transportado para o sistema de perftisão 
in vitro sem interrupção do fluxo (Figura 4).
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Protocolo IS^erimeatal
Após a colocação do rim no sistema aguardou-se um período de tempo de 15 a 20 minutos para que o órgão se adaptasse as novas condições expertoneatais. O tempo de perfasão foi de 90 minirtos, sendo que a cada 5 minutos procedia-se as leituras no fluxômetro e manômetro de mercúrio (que media a pressão de perfusão). A cada 10 minutos foram colhidas amostras de urina e perfusato para análise e verificação de volume urinário, que foram guardados em um freezer a temperatura de -20*C.  Posteriormente dosou-se inulina, sódio e potássio, e mediu-se a osmolalidade de cada amostra.
A administração de veneno B. Jararaca ao líquido perfusor foi feita sempre no 30- minuto de perfusão. As outras substâncias (Web 2086, BN52021, Indometacina) foram colocados no tempo zero, no início da experiência, e após 30 minutos colocou-se o veneno de B. Jararaca. A quantidade de líquido perfusor no sistema foi lOOml.
Substâncias utilizadas'
Foram utilizadas os seguintes sais na solução períüsora: KC1, NaCL, NaHCOS, NaHSO4, MgSO4, Cacl2 (MERCK)Outras substâncias:Penicilina G Potássio cristalina (Squibb)Sulfato de Estreptomicina (Fontoura-Wyeth)Uréia (Cario Erba)Inulina (Sigma)Manitol (Darrow)Heparina (Roche)
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Albumina tovma a 30% (Biobrás)Glutation (Sigma)Veneno de Bothrops jararaca (Sigma)BN 52021 (IPSEN e Insütut Henri Beaufour)WEB 2086 (Boehringer Ingelheim)Indometacina (Sigma)
Cálculo dos Parâmetros Fmieionais Renais
As seguintes fórmulas foram utilizadas para determinação de parâmetros funcionais renais (Pitts, 1975; Martinez-Maldonado et al., 1978; Fonteles, 1980):1. FU (ml. g "K min "b ~ fluxo urinário2. RFG (ml. g "K min "h = ritmo de filtração glomerular3. RFG-CDOUjn/DOPjn. FU)DOUin ~ densidade óptica da inulina na urinaDOPin - densidade óptica da inulina no perfusato4. PNa+ » concentração de sódio no perfusato5. UNa+® concentração de sódio na urina6. FNa+» (p. Eq. gA min‘^)= sódio filtrado = RFG. P Na+7. ENa+= (p, Eq. g"K min'^)= sódio excretado = FU. UNa*8. TNa+= (p, Eq. g“K min"^)= sódio transportado = FNa+-ENa+9. %TNa4’® percentual de sódio transportado ® TNaA100/FNa+10. FK+ = (p Eq. g‘K min‘^)= potássio filtrado = RFG. PK +PK+ = concentração de potássio no plasma11. EK+.(p Eq. g‘K min‘b= potássio excretado = FU. UK+ UK+® Concentração de potássio na urina12. TK (pEq. g‘K min“^)= potássio transportado = FK+-EK+
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13. % TK= percentual de potássio transportado = TK. 100/FK+14. Cosm (ml. gA dearance osmótico = (U0gm/P0Sni).FU^osm= Osmolalidade urinária^ümü= Osmolalidade cfo perfusatõ15XHgO^‘g"^ de®8®13® de água livre ® FU-C^^16. dTNa*̂  W g‘^ min‘l)“tran8parte distai de sódio-C f{^).PNa+17. Ed (pEq. g‘K Aportedistalderódio= dT Na*  + ENa18. % d TNa*  da ED » dTNa*.lM/Ed»  percentual de transporte distai desódio19. p TNa*  (p. Eq. g“K min*l)=  transporte proximal de sódio = FNa*-
Ed2Ô.% pTNa+« percentual de transporte proximal de sódio = pTNa+,l(WFNa+21. RVR (inmHg/ml’l.g_Lmin"l)= Resistência vascular renal= t’" PV/FPRPA= Pressão arterialPy= Pressão venosaFPR= Fluxo de perfusão renal

Determinação de água tiMular e mineralização dos rins paradosagem de eletrólitos (Na*  e K+)
Os dois rins (direito e esquerdo) após cada experimento foram colocados em dois beckers numa estufa a 90s C por 48 horas. O cálculo da água renal foi dado pela diferença do peso úmido (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 ácido nítrico mais 2ml de água bidestilada sobre as cinzas tendo sido estas aquecidas a 100’C por 2 a 3 minutos. 
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Após esta etapa o ronteúdo dos cadinhos foi ditódo em 10 ml de água bidestilada; nesta fase foi realizada a leitura de sódio e potássio no fotômetro de chama. A composição tecidual de potássio foi calculada através da seguinte fórmula:Kt (uEq/gpeso seco rim)= Dk+.lO/peso seco do rimKt - potássio tissularDk (uEqml)» concentração de potássio na amostra diluída
Métodos Analíticos
1. Dosagem de eletrólitos: as dosagens de sódio e potássio em amostras de urina e perfusato foram realizadas por fotometria de chama (Flame Photometer - modelo 443)2. Dosagem de inulina: as dosagens em amostras de urina e perfusato foram realizadas pelo método de hidrólise direta conforme Gronow (1979) e Fonteles et al (1982) com modificações, reduzindo as quantidades de amostras e reagentes utilizados. Em tubos de ensaios previamente marcados foi adicionado l,0ml de NaOH IN. Em seguida, com auxílio de uma micropipeta, adicionou-se 30jjl1 de urina, perfusato ou água bidestilada (para padrão zero) de acordo com a amostra contida no tubo de ensaio; misturou-se o conteúdo em um aparelho vótex-mixer (agitador). As amostras foram então aquecidas a 100®C por 20 minutos e em seguida transportadas 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. Finaimente, fez-se a leitura das densidades ópticas das amostras em um espectrofotômetro (UNICAN) a 620 nanômetros (nm).
3. Medida da Osmolalidade: as medidas da osmolalidade nas amostras de 
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urina de perfusato foram realizadas em um osmômetro (Advance Instnmente, INC).
Técnica Morfolôgíca
Terminado o experimento o rim perfandido (direito) e o rim controle (esquerdo), foram clivados, fixados em formol a 10% e posteriormente submetidos a um processo de desidratação e diafanização para posterior confecção de cortes com 5 pm de espessura. A seguir os cortes foram corados em hematóxilma e eosina. O estado das lâminas foi realizado através de microscópio óptico (Aus Jena - modelo Ergoval).
Análise Estastística
Os resultados experimentais obtidos neste trabalho estão apresentados em média e erro padrão da média (E.P.M.). A comparação 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 análise estatística utilizou-se a análise de variância múltipla com o teste de signiíicância de Fisher (95% de signiíicância), no computador Macintosh Plus usando o programa Statview 512. O teste "t" pareado de Student foi aplicado para análise estatística do potássio e sódio tissulares, dos rim controle e perftmdidos, nos vários grupos experimentais, usando o mesmo programa e o computador descritos anteriormente.A analise estatística utilizada permitiu avaliações da ocorrência de alterações funcionais renais durante o período de perfosão. Correlação linear e o grau de inclinação da reta foram realizados entre alguns parâmetros funcionais renais.
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Estudo comparativo dos parâmetros fancionais renais
Experimentos preliminares foram realizados na presença de 2, 4 e 6 g% de aibumina bovina com a finalidade de avaliar parâmetros 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 comparação entre os grupos controle com 2, 4 e 6 g% de aibumina, verificou-se que os melhores parâmetros renais foram obtidos com 6 g% (tabela 3). Portanto, a significância estatística (ANOVA-Fisher) obtida após esta comparação justificou a escolha da concentração de 6 g% de aibumina a ser adicionada às soluções dos demais experimentos (figuras 5 e 6). Estes resultados corroboram aqueles publicados anteriormente por Moreira Lima (1983) e Moraes (1984) para rim de rato e coelho respectivamente.

Tabela 3: Comparação de fluxo urinário (FU), do ritmo de filtração glomerular (RFG) e da fração de sódio reabsorvido (TNa+) dos grupos controle com concentrações variáveis de Aibumina.
Grupo Aibumina Fluxo Urinário RFG TNa+(g%) (ml.g-S.mm-b (ml.gAmirrb (%)1 2 0,235 + 0,010 0.86+0.08 72,62 + 5,712 4 0,233 ±0,014* 0.97±0.09 76,94 ±3,07*3 6 0,260 + 0,008* 1.13+0.06* 78,30 +1,45*
* Significância de 95%
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Grup© controle com S gS de altamina
Os resultados deste grap° estão apresentados nas tabelas 4 e 5. Na tabela 4 a preparação com 6 g% de albumina não apresentou alterações significativas durante o tempo de perfusão. A pressão de perfusão, a resistência vascular renal (RVR), o fluxo urinário, o transporte de sódio e a fração de sódio reabsorvido permaneceram estáveis durante todo o período de perfusão (90 minutos).
Apesar do ritmo de filtração glomerular (RFG) ter apresentado uma ligeira queda nos últimos 20 minutos, a comparação dos dados não revelou signiíicância estatística (tabela 4). Para se encontrar os valores reais, os dados relativos a PP devem ser subtraídos dos valores encontrados na ponta da cânula. A reabsorção de sódio mostrou-se muito estável variando em tomo de 80%.
A tabela 5 apresenta outros parâmetros funcionais de rins de rate na presença de 6 g% de albumina (n=4), que são o clearance de água livre o transporte proximal e distai, e o percentual de transporte de sódio reabsorvido nestas regiões. A analise estatística revela uma melhora funcional com a progressão da perfusão. Há um aumento do CHjjO do pTNa+ a partir dos 50 minutos. O percentual pTNa*  não apresentou alteração. O dTNa+ e percentual dedTNa+ apresentaram aumento a partir dos 40 minutos.
Efeitos do Veneno de Bothrops jararaca
Os resultados estão sumarizados nas tabelas 6 e 7. O estado do efeito do veneno de A jàra/aca foi realizado com várias concentrações do mesmo, com o propósito de avaliar uma relação dose efeito (0,25 mg, 0,5 mg, 1 mg e 2 mg) afim de se avaliar a relação dose efeito (n-4 para cada dose).
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Tabela 4: Parâmetros ftmci onais de rins perfundidos com solução de Krebs-Henseleit na presença de 6gS de 
aibumina (controle,, n=4).

(1) Pressão de Perfusão: deverão ser subtraídos 28mxaHg dos valores descritos para se encontrar os valores reais (2) Resistência Vascular Renal: deverão ser 
subtraídos 3mmHg.ml"bg*bmin*b (3) Fluxo Urinárioj (4) Ritmo de Filtração Glcraaerularj (5) Transporte de sódioj (6) Percentual de sédio Uansportado.
* Significância & 95%
Os dados expressam a média e o erra padrão da média dos resultados obtidos em cpiatro experimentos.

Tempo
(min)

PP1

(mmHg)

RVR2
(mmHg. ml*  b g" b min” b

FU3
(ml.g"bmin*b

RFG4
(ml.g"bmin”b

TNa5
<jiEq.g”bmin"b

%TNa6

10 148,75 + 4,27 6,42 ± 0,65 0,20 ±0,06 0,92 + 0,24 105,83+ 28,85* 78,20 ± 2^1

20 148,75 + 4,27 6,42 ± 0,65 0,24 ± 0,06 0,97 ± 0,23 110,60+ 29,92* 77,15+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 77,58+ 2,21

50 148,75 + 4,27 6,26 ± 0,72 0,28 + 0,05 1,24+0,24 149,85+ 32,40 79,25+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 79,30 + 1,31

90 151,25+ 3,15 6,79 ± 0,74* 0,27 + 0,05 1,19+ 0,16 146,00+ 22,94 79,58 ± 1,36



Tabela 5: Parâmetros funcionais de rins perfundidos com solução de Krebs-Henseleit na presença de Sg% de
albumina- Função distai e segmentar (controle* n=4).

(1) Clearance de água livre; (2)Transporte Proximal de Sódio; (3) Percentual de Transporte Proximal de Sódio; (4) Transporte Distai de Sódio; (5) Percentual de 
Transporte Distai de Sódio.
* Sig nificâmcia a 95%
Os dados expressai», a média e o erro padrao da média dos resultados dbtidos em quatro experimentos.

Tempo
(min)

cHgO1
(ml.g"^.min"b

pTNa2 %pTNa3 dTNa4

(jiEq.g“l.min-b

%dTNa5

10 0,003 + 0,04 106,13 ± 29,06 77,13 + 1,57 1,23 ± 0,61 2,85 ± 2,80

20 0,003 ±0,08 110,28+ 29,62 74,94 ± 1,39 2,14+ 0,34 1,55 ± 3,88

30 0,012 + 0,01 132,05 ± 31,13* 76,50 + 1,12 1,73 + 1,34 5,58 ± 4,37

"40 0,022 ± 0,012 128,95 ± 32,26 74,23 ± 1,56 3,18 ± 1,63* 8,26 ± 5,62*

50 0,031 ± 0,011* 145,20+ 32,10* 76,48 ± 1,43 4,56 ± 1,48* 11,24 ± 4,20*

60 0,025 ± 0,011* 145,33+ 31,13* 78,23 ± 1,64 3,75 ± 1,61* 8,90 + 4,38*

70 0,027 ± 0,006* 145,35 ± 27,44* 77,28 + 1,27 4,18 ± 0,98* 930 ± 2,35*
80 0,025+ 0,008* 146,00 ± 18,55* 71,30 ± 1,66 3,91 + 1,44* 8,56 + 2,23*

90 0,027 + 0,010* 141,50+ 22,22* 77,28+ 1,60 4,33+ 1,72* 9,90 + 2,71*



0 veneno foi colocado aos 30 minutos da perfusão e observados fluxos urinários e pressão de perfusão. Posteriormente foram avaliados as fanções renais in vitm após as dosagens dos parâmentros renais. Com esta metodologia, os 30 primeiros minutos funcionavam como controle interno do próprio experimento. Com os dados do fluxo urinário e pressão de perfusão estabelecemos uma curva dose-efeito com avaliação de signiíicância entre os valores extremos.
A colocação do veneno na perfusão aos 30 minutos apresentou alterações nos principais parâmetros renais, conforme a concentração empregada, quando comparado ao grupo controle e ao controle interno do próprio experimento.
A comparação do veneno nas diversas doses apresentou signiíicância estatística pelo teste de Fisher entre as doses de 0,25 mg, 0,5 mg, 1 mg e 2 mg (figuras 7 e 8). Escolhemos a dose de 1 mg do veneno como padrão nos outros experimentos por apresentar signiíicância estatística 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 recuperação nos últimos 20 minutos da perfusão. O percentual de transporte de sódio apresentou diminuição a partir da colocação do veneno com signiíicância estatística, quando comparado ao controle interno do experimento. A pressão de perfusão demonstrou queda acentuada. A resistência vascular renal diminuiu 20 minutos após a colocação do veneno, com recuperação nos últimos 20 minutos.
As figuras 7 e § demonstram que a diminuição de fluxo urinário e pressão de perfusão por unidade de tempo, nas diversas concentrações de veneno, são proporcionais ao aumento das doses, principalmente nas doses menores.
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Tabela 6: Parâmetros ftmri onais de rins perfimcliclos com solução de Krebs-Henseleit na presença de 6gHb de
albmmna e de lmg de veneno de A jsriaraea (n=4).

(1) Pressão de Perfusão: : deverão ser subtraídos 26mmHg dos valores descritos para encontrar os valores reais (2) Resistência Vascular Renal: deverão ser 

subtraídos (3) Fluxo Urinárioj (4} Ritmo de Filtração Glomerular; (5) Transporte de sódioj (6) Percentual de sódio transportado.
* Significância a 95%
Os dados expressam. & média e o erro padrão & media dos resultados obtidos em quatro experimentos.

Tempo
(min)

PP1

(nunHg)

RVR2
(nuoH^ml' K g" . min" b

FU3
(ml.g“bmin"b

RFG4
(ml.g“bmin"b

TNa5
(p.Eq.g"bmin"b

WTWa6

10 146,00+ 4,24 5,69 + 0,16 0,15+ 0,02 0,61 ± 0,07 64,30 ± 9,08 74,10 ± 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

4(7 130,00 ± 5,77 4,97 ± 0,34 0,16 ± 0,03 0,53 ± 0,09 52,73 + 8,80* 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 + 0,47* 0,04 ± 0,01* 0,07 ± 0,02* 5,30 + 2,73* 69,69 ± 2,49*

70 100,50+ 10,81* 3,90 ± 0,61* 0,02 ± 0,05* 0,06 + 0,02* 5,99 ± 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 + 6,90*

90 105,50+ 15,95* 4.41 + 1,00* 0,07 ± 0,01* 0,25 + 0,07* 12,29+ 6,42* 65,90 + 3,88*



Tabela 7: Parâmetros funcionais de rins perfundidos com solução de Krebs-Henseleit na presença de SgHb de
aibumina e de lmg de veneno de B. /arsjnacja . Função distai e segmentar (n«4).

(lJClearance de água livre; (2)Transporte Proximal de Sódio; (3) Percentual de Transporte Prcximal de Sódio; (4) Transporte Distai de Sódio; (5) Percentual de 
Transporte Distai de Sódio.
* Significância a 95%
Os dados expressam a média e õ erro padrão da média dos resultados obtidos em quatro experimentos.

Tempo CHgO1

(min)

pTN&2

(ml.g~kmin'b

%pTNa3

(pEq.gAxnin"b

dTNa4

(l*Eq.g~^.inin ‘h

MTNaS

10 0,009 ± 0,010 62,08 + 8,39 75,15 ± 2,69 1,22 ± 0,73 5,63 ± 2,77

20 0,013 ± 0,005 64,50 + 8,39 74,50 ± 2,51 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 2,25+0,25 10,20 ±0,74*

50 0,021 ± 0,033 15,45 ± 8,60* 50,74 + 15,18 0,75 ±0,34* 6,82 ± 2,56

60 0,001 ± 0,001" 5,08+ 5,78* 41,70 + 25,33* 0,24 ±0,04* 6,42 ± 1,88

70 0,002 ± 0,002" 5,65 ± 1,82* 52,55 ± 12,57* 0,34 ±0,16* 6,09+1,49

80 0,005 ± 0,004 8,64 ± 1,44* 49,20 ± 11,09* 0,72 ±0,30* 6,77 + 1,27

90 0,008 + 0,005 11,18 ± 6,65* 44,58 + 18,47* 1,11 ± 0,37* 6,94 ± 1,55



As figuras 9 a 12 comparam o fluxo urinário, o RFG, a pressão de perfusão e o percentual de sódio transportado nos rins controle e naqueles que receberam 1 mg de veneno aos 30 minutos de perfusão. Conforme pode-se observar todos os parâmetros sofrem uma queda acentuada nos rins tratados.
A tabela 7 ilustra as alterações renais de dearence de água livre, tranporte proximal de sódio, percentual de transporte proximal de sódio, transporte distai de sódio e de transporte percentual distai de sódio. O pTNa4- e a fração proximal de sódio reabsorvida (pTNa+) apresentaram queda acentuada após a colocação do veneno com signiíicância a partir dos 50 e 60 minutos respectivamente. O dTNa+ apresentou queda aos 50 minutos com discreta recuperação nos últimos 10 minutos e alteração significativa no percentual de dTNa+ apenas aos 40 minutos. A diferença nos valores do clearance de água livre apresentou significância somente aos 60 e 70 minutos quando comparado aos primeiros 30 minutos de perfusão.
Efeitos do BN 52021
Os resultados deste grupo estão aprentados nas tabelas 8 e 9. Após observarmos as alterações causadas pelo veneno de B. jararaca (1 mg), tentamos bloquear os efeitos descritos acima. Inicialmente usamos BN 52021, um antagonista do PAF, na concentração de 0,lmg/ml colocado no início do experimento (tempo zero). Aos 30 minutos colocamos o veneno na dose descrita anteriormente. Observamos que não houve bloqueio dos efeitos do veneno em vários parâmetros 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, após a colocação do veneno. A comparação dentro do próprio experimento considerando os 30 minutos iniciais como controle mostrou
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Figura 11: Comparação entre as pressões de perfusão de rins perfundidos 
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Figura 12: Comparação entre o percentual de sõdio transportado de rins perfundidos
dos grupos controle e tratado com veneno de B. Jararaca.



Tabela 8: Parâmetros funcionais de rins perftmdidos com solução de Krebs-Henseleit na presença de fgí® de
albumina, lOmg de BN 52021 e Img de veneno de JBL jsrai^ca (n=4).

(1) Pressão de Perfusão: deverão ser subtraídos ITiamHg dos valores descritos para encontrar os valores reais (2) Resistência Vascular Renal: deverá ser 
subtraído A min"4; (3) Fluxo Urinário; (4) Ritmo de Filtração Glomerular; (5) Transporte de sódio; (6) Percentual de sódio transportado.
* Signiíicância & 95%
Os d&dos eaqpressam a média, e o erro padrão da média dos resultados obtidos em quatro experimentos.

Tempo
(min)

PP1

(mniHg)

RVB2
11 1 (mmHg. ml'. g . min" i)

FU3

(ml.g“^.min“b

RFG4

(ml.g"^.min_^)

TOa5
(pEq .g-l.min"!)

»TNa6

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 4,23+0,26 0,25+ 0,05 1,16 ± 0,17 128,88+ 17,13 80,90 ± 1,56
30 137,50 ± 5,07 4,23 ± 0,26 0,30 ± 0,07 1,26 ±0,27 131,85 ± 24,45 79,73 + 1,51
40 121,50 ± 4,34* 3,73 ±0,21* 0,24 ± 0,08 0,98 ± 0,30 102,63 ± 27,22* 79,67 ± 2,91
50 105,50 ± 4,86* 3,23+ 0,15* 0,16 + 0,09* 0,51 ± 0,34* 47,96 ± 33,24* 64,77 + 5,92*
60 100,50 ± 3,69* 3,08 ± 0,13* 0,11 ± 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+ 5,03* 3,19 ± 0,16* 0,13 ± 0,07* 0,30 ±0,16* 21,87 ± 13,84* 52,30 ± 3,61*
90 106,00 ± 5,03* 3,25 ±0,16* 0,16 ± 0,08* 0,36 ±0,19* 27,88 + 16,64* 55,20 + 1,19*



significância a partir de 40 minutos para a PP, a RVR, o TNa+. Aos 50 minutos mostrou significância para o FU, RFG e percentual de TNa4'. Portento, estes efeitos foram semelhantes ao obtido pelo uso isolado do veneno.
Nas figuras de 13 a 16 os gráficos apresentam fluxo urinário RFG, PP e percentual TNa em função do tempo comparando os dados obtidos em rins que receberam 1 mg de veneno aos 30 minutos de perftisão em Krebs-Henseleit com àqueles previamente perfundidos com Krebs + BN 52021. Os 30 minutos que precederam a aplicação de veneno mostram o efeito do BN 52021 sobre a preparação na mesma dose. Podemos observar uma leve proteção (estatisticamente não significante) nos dois primeiros parâmetros. Quanto aos demais, os resultados obtidos mostram-se favoráveis a ausência de proteção do BN 52021 em relação aos efeitos dapeçonha de B. jararaca.

Na tabela 9, os outros parâmetros se apresentaram da seguinte forma: CHjjO, constante durante toda perftisão, com exceção apenas aos 80 minutos onde apresentou queda com significância estatística. O pTNa+ e o percentual de pTNa+ apresentaram queda aos 50 e 60 minutos respectivamente, comportando- se de forma semelhante ao veneno quando usado isoladamente. O dTNa+ e o percentual de dTNa+ apresentaram discreto aumento (sem significância estatística), após 10 minutos da colocação do veneno, retomando aos parâmetros iniciais o que também foi observado com o uso isolado do veneno. No entanto notou-se que o grupo tratado com BN 52021 (tabela 9) não apresenta queda dos parâmetros, exceto aos 80 minutos, o que difere do dTNa+ no grupo tratado com o veneno (tabela 7), no qual observamos a queda deste parâmetro a partir de 50 minutos com discreta recuperação aos 90 minutos. O percentual de dTNa+ também não apresentou queda no grupo tratado com BN 52021.
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Figura 15: Comparação entre as pressões de perfusão de rins perfundidos com o 
veneno de B. Jararaca e de rins nos quais foi adicionado BN 52021 
previamente ao veneno
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Figura 16: Comparação entre 0 percentual de sódio transportado de rins 
perfundidos com veneno de B. Jararaca e de rins ms quais foi 
adicionado BN52021 previamente ao veneno.



Tabela 9: Parâmetros fimcionais de rins perftmdidos com solução de Krebs-Henseleit na presença de 6gS de
aibumina, lmg do veneno de A Jararaca e lOmg de BN 52021. Função distai e segmentar» (n=4>

(1) Clearance de água livre; (2)Transporte Proximal de Sódio; (3) Percentual de Transporte Proximal de Sódio; (4} Transporte Distai de Sódio; (5) Percentual de 
Transporte Distai de Sódio.
* Sagnificancia & 95%
Os dados expressam & média e o erro padrão da xnédia dos resultados otedos em quatro experimentos.

Tempo

(min)

CHgO1
(ml.g'kmin"b

pTNa2
(p.Eq.g'^min‘b

%pTNa3

(p.Eq.gAmin"h

dTNa4 »dTNa

10 0,010 ± 0,010 105,23 ± 17,09 77,90 + 1,88 1,28 ± 0,67 3,45 + 1,96

20 0,013 ±0,014 122,50+ 14,62 80,08 ± 1,83 1,71 ± 0,91 3,82+2,76

30 0,022+0,014 128,93 ± 23,80 78,03 ± 1,53 2,90 ±0,85 7,23 + 1,17

40 0,021 + 0,013 99,33 + 26,00 76,90 + 2,43 3,25+ 1,19 10,60 + 1,34

50 0,018 + 0,026 45,64 + 31,76* 51,30 ± 11,06 2,40+ 1,65 11,34+3,35

60 0,007 + 0,007 32,77+ 18,95* 43,30 + 17,55* 0,93+0,47 11,14+4,53

70 0,006 ± 0,014 23,74 ± 13,04* 40,33 + 18,79* 0,81 ± 0,96 9,34+9,03

80 0,002 ± 0,005* 21,58 + 13,85* 32,85 + 18,81* 0,28 ±0,36* 3,30+3,39

90 0,006 + 0,010 27,08+ 16,12* 29,65+ 21,88* 0,78+0,73 3,35+3,10



Efeitos d© WEB 2S85
Os resultados deste grupo estão apresentados nas tabelas 10 e 11. Como não obtivemos bloqueio com o uso de BN 52021, continuamos testando outras substâncias na tentativa de conseguir bloquear os efeitos deletérios do veneno, Utilizamos então WEB 2086 (0,lmg/ml) da forma descrita anteriomente. No início do experimento e aos 30 minutos colocamos a mesma dose do veneno. A tabela 10 demonstra os seguintes resultados: a PP e RVR continuaram caindo após a colocação do veneno não tendo havido portanto qualquer proteção pela análise desses parâmetros que se comportaram de forma semelhante ao grupo tratado apenas com o veneno. Na tabela 10 ainda, o fluxo urinário e o RFG apresentaram queda discreta, embora sem significância estatística, com recuperação seguida de aumento acentuado na diurese e no RFG. As outras variáveis (transporte de sódio e o percentual de TNa*)  observadas mostram as mesmas quedas acentuadas causadas pelo veneno e portanto, ausência de efeito protetor do WEB.
Nas Figuras de 17 a 20, comparamos os valores obtidos para o fluxo urinário, RFG, PP e percentual de TNa*  em função do tempo de exposição ao veneno em rins perfundidos apenas em Krebs-Henseleit comparado aos mesmos parâmetros avaliados em rins perfundidos com Krebs-Henseleit mais WEB 2086. Os 30 minutos que precederam a aplicação do veneno mostram os efeitos isolados do WEB 2086 sobre esta preparação. O fluxo urinário e o RFG demonstraram que há um bloqueio estatisticamente significativo do efeito do veneno após colocação do WEB 2086 (figuras 17 e 18). O percentual de TNa*  não apresentou bloqueio ao efeito do veneno, demonstrando uma queda ainda mais acentuada (figura 20). Quanto à pressão de perfusão os efeitos do WEB 2086 que se iniciam apenas aos 60 minutos parecem demonstrar uma leve proteção, que não é estatisticamente significante (figura 19).



Tabela 1©: Parâmetros ftmcioaais de rias perftmdidos com solução de Krebs-Henseleit na presença de 6gfb de
albumina, Ithn® de WEB 2086 e lmg de veneno de B. jararaca . (n=4)

(1) Pressão de Perfusão; deverão ser subtraídos 23mmHg dos valores descritos para encontrar os valores reais (2) Resistência Vascular Renal: deverá ser
1 1 1

subtraído ImmHg/ml .g .min"b (3} Fluxo Urinário; (4) Ritmo de Filtração Glomerular; (5) Transporte de sódio; (6) Percentual de sódio transportado.
* Signiíicância a 95%
Os dados expressam, a média e o erro padrão da média dos resultados obtidos em quatro experimentos.

Tempo
(min)

PP1

(mmHg)

RVR2
(mmHg/nJ’ . g*  k min” b

FU3
(ml.g"bm.in‘b

RFG^
(ml.g”bmin-b

TNa3
(gEq.g_bndn"b

%TNa6

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 0,81 ± 0,27 56,76 ± 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* 3,63 + 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* 0,19 ± 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 ± 0,48* 0,33 ± 0,12* 0,89 ± 0,53 21,82 ± 13,52* 42,27 + 14,54*
90 118,50 ± 7,41* 3,31 ± 0,48* 0,43 ± 0,11* 1,18 ± 0,51* 54,56 + 21,83* 53,30 ± 11,49’



Tabela li: Parâmetros funcionai» de rins perftnididos com solução de Krebs-Henseleit na presença de 6g% de

albumina- Img de veneno de A jáwsca e Mtaag de WEB 2086. Função distai e segmentar. (n=O

(1) Clearance de água livre; (2)Transporte Proximal de Sódio; (3) Percentual de Transporte Proximal de Sódio; (4) Transporte Distei de Sódio; (5) Percentual de 
Transporte Distai de Sódio.
* Significância a 95%
Os dados expressam a média e o erro padrão dos resultados obtidos em quatro experimentos.

Tempo
(min)

CH2O1 pTNa2
(p.Eq,g"^.min~b

%pTNa3 dTNa4

(pEq.gAmin~b

»dTMa5

10 -0,012 + 0,006 65,37 ± 9,71 77,09 ± 1,87 -1,74 ± 0,45 -7,88 ± 2,96

20 -0,013+ 0,007 58,17 ±2,32 76,38 ± 1,12 -1,83 ± 0,53 -7,30 ± 1,59

30 -0,015 + 0,011 57,10+0,64 74,80 ± 1,37 -2,13 ±0,83 -7,03 ± 1,54

40 -0,007 + 0,007 36,17 ± 2,58* 73,80 ± 1,21 -1,15 ±0,50 -6,40 + 2,85

50 -0,004 ± 0,006” 9,06 ± 5,38* 45,39 ± 12,49* 0,71 ± 0,44* -3,10 + 0,57

60 -0,002+ 0,010’ 12,89+ 8,76* 46,75 ± 12,29* -0,38 + 0,74* 1,32 ± 3,27*

70 -0,003 + 0,009’ 15,49 ± 10,90* 43,07 ± 13,42* -0,46+0,68* 0,075 + 1,77*

80 -0,008 ± 0,012 22,22 ± 15,62* 43,25 ± 14,44* -1,30 ±0,90 -1,95 ± 0,62

90 -0,004 ± 0,007* 54,73 ±25,51 53,45 ± 11,70* -0,66 ±0,47* -0,68+ 0,70*
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Figura 17: Comparação entre os fluxos urinários de rins perfundidos 
com veneno de B. Jararaca e de rins nos quais foi adicionado 
WEB 2086 previamente ao veneno.
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Figura 18: Comparação entre © clearance de rins perfundidos cem 
veneno de B. Jararaca e de rins nos quais foi adicionado 
WEB 2086 previamente ao veneno.
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Figura 19: Comparação entre as pressões de perfusão de rins perfundidos 
com veneno de B. Jararaca © de rins n©s quais foi adicionado 
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Figura 20: Comparação entre ® percentual de sódio transportado de rins 
perfundidos com veneno de B. Jararaca e de rins nos quais foi 
adicionado WEB 2086 previamente ao veneno.



Na tabela 11 os parâmetros dependentes do clearance osmolar se comportaram da seguinte forma: o CH^), dTNa+ e Percentual de dTNa*  se apresentaram negativos com exceção do percentual de dTNa*  aos 60 e 70 mmxitas da perfusão. O pTNa'* ’ e o percentual de pTNa+ apresentaram queda com recuperação no fim do experimento com significância a partir de 50 e 40 minutos respectivamente.
Efeitos da Indometacina
Os resultados destes grupos estão demonstrados nas tabelas 12 e 13. A indometacina (1 mg) foi testada mantendo-se o mesmo protocolo experimental.
Na tabela 12, observa-se que a RVR e PP apresentaram alterações quando comparados ao controle interno da experiência, tendo-se observado um efeito semelhante ao do veneno isolado. O fluxo urinário e RFG não apresentaram a queda característica observada no grupo tratado com veneno, sendo que nos últimos 20 minutos houve aumento da diurese, bem como do clearance de inulina. Demonstra-se assim, um bloqueio total ao efeito do veneno em relação a esses paramêtros, embora htya apenas um bloqueio parcial na pressão de perfusão. 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 o veneno. A PP continuou apresentando queda após colocação do veneno. Com esses dados pode-se observar que a indometacina bloqueou o efeito do veneno no FU (figura 21) e RFG (figura 22), não alterando entretando o TNa+ e percentual de TNa+ que se comportaram de maneira semelhante àquela observada com o veneno (figura 23). Não houve bloqueio ao efeito de diminuição da PP como se pode observar na figura 24.
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Tabela 12: Parâmetros funcionais de rins perfundidos com soluça© de Krebs-Henseleit ia presença de fig> de
albumina, lmg de indometacina e Img de veneno de & jarsi^ca . (n=4)

(1} Pressão de Perftisão: deverão ser subtraídos 34xamHg dos valores descritos para encontrar os valores reais (2) Resistência Vascular Renal: deverão ser 
subtraídos 3mmHg/mrbg"bmin"b (3) Fluxo Urinário,* (4) Ritmo de Filtrafão Glomerular; (5} Transporte de sódioj (6) Per«abial de sodio braasportado, 
* Significância a 95%
Os dados e^ressam. a média e o erro padrão da média dos resultados obtidos em quatro experimentos.

Tempo
(min)

PP1

(mmHg)

RVR2
(mniHg/ml' b g . min" b

FU3
Cml.g"bmin"b

RFG4
(ml.g"bnün"b

TNa5 %TNa6

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 38,47 ± 3,74 61,83 + 6,60
40 146,67+ 7,69 6,42+ 0,34 0,20 ±0,05 0,49+0,28 24,20 ±4,73* 57,83 ± 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 ± 5,97* 44,07 ± 13,45*
70 116,00 ± 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* 0,72 ± 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 ± 0,47 11,08 ± 12,12* 42,33 + 14,99*



Tabela 13: Parâmetros funcionais de rins perfundidos com solução de Krebs-Henseleit na presença de figS de

albumina, img de wm«o de B jararaca e lmg de Indometacina. Função distai e Siegnent». (b==4)

(l)Clearance de água livre; (2)Transporte Proximal de Sódio; (3) Percentual de Transporte Proximal de Sódio; (4) Transporte Distai de Sódio; (5) Percentual de 
Transporte Distai de Sódio.
* Signiíicância a 95%
Os dados esqxressam a média e o erro padrão da média dos resultados obtidos em quatro e^erimentos.

Tempo
(min)

CHgO*
(ml.g"^sn.in~b

pTN»2

(pEq.g'^.min‘b

%pTNa3 dTNa4

(jjiEq.g^.min"1)

%dTNa5

10 -0,020 ± 0,015 51,70 ± 16,27 68,93 ± 5,13 -3,06 ± 1,12 -15,30 ±8,48
20 -0,003 ± 0,013 39,13 + 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+ 4,53 -1,12 ±0,35* -3,07 ± 1,03*
40 -0,011± 0,007 25,70 ± 5,31* 57,05 ±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* 2,04±0>*
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 ± 8,30* 28,10 ± 17,83* -0,55 + 1,13* -0,93 ±0,87*
90 -0,016 ± 0,036 10,82 + 11,88* 21,70 ± 25,97* 0,17 ±0,19* -3,11 ± 3,48*
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Figura 21: Comparação entre os fluxos urinários de rins perfundidos 
com veneno de B. Jararaca e de rins nos quais foi adicionado 
indometacina previamente ao veneno.
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Figura 22: Comparação entre os clearances de rins perfundidos com 
veneno de B. Jararaca e de rins nos quais foi adicionado 
indometacina previamente ao veneno.
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figura 24: Comparação entre as pressões de perfusão de rins perfundidos 
com veneno de B. Jararaca e de rins nos quais foi adici®Md® 
indometacina previamente ao veneno.



Quanto aos outros parâmetros (tabela 13) observamos que o clearance de água livre (CH^O), o dTNa4 e o 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 TNa4, se apresentaram mais baixos já aos 30 minutos, pela presença da indometacina. Quando comparados ao grupo tratado apenas com o veneno, mostraram uma queda mais discreta.
Dinâmica de íons potássio
Os dados experimentais da excreção de íons potássio estão apresentados nas tabelas 14 e 15. O potássio transportado (TK+) e o percentual de potássio transportado (%TK+) permaneceram constantes nos experimentos controle.
Nos experimentos nos quais utilizaínos o veneno (1 mg) houve queda acentuada destes parâmetros (figura 25).
Com o uso do BN 52021 no início do experimento, observamos que após colocação do veneno não houve bloqueio, apresentando uma queda menos acentuada do TK*  e percentual de TK+ semelhante a do uso isolado do veneno (figura 2©.
O WEB 2086 demonstrou bloqueio total aos efeitos do veneno em relação ao TK, porém apresentou queda do percentual de TK (figura 26).
O uso da indometacina promoveu uma queda do tranporte de potássio comparada ao controle no início do experimento, que se acentuou após a colocação
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Tabela 14: Transporte de potássio (TK) em perfusão de rins isolados de ratos perfondidos com solução de Krebs-

Henseleit na presença de 6g% de albumina (controleis Img de veneno de B. Jararaca , BN 52021,10mg 

de WEB 2086 e Img de indometacina. (n=4)

(DTK: potássio transportado.
* Signiíicância a 95%.
Os dados esqjressam, a média e o erro padrão da média dos resultados obtidos em quatro eiçerimentos.

Tempo Controle Veneno BN 52021 WEB 2086 Indometacina

10 2.79±0.9 2.15+0.3 3.54+1.01 3.75±1.71 1.86+0.68
20 3.0+1.01 2.21+0.24 4.28+0.81 3.23±1.37 1.46+0.28
30 3.53±1.01 2.52±0.26 4.44+0.86 3.17+1.39 1.49+0.20
40 3.56+1.04 1.75±0.30 3.45+1.0 2.32±1.17 0.90±0.16*
50 4.0+1.01 0.49+0.17* 1.75+1.17* 1.78±1.46* 0.61+0.16*
60 3.96+0.94 0.24±0.06* 1.32+0.78* 2.35±1.85 0.36+0.19*
70 3.99+0.89 0.20+0.07* 0.98+0.54 2.26+1.67 0.27±0.25*
80 3.94+0.63 0.32±0.08* 0.90±0.60* 3.32±2.50 0.2510.27*
90 3.92+0.72 0.47±0.19* 1.14+0.71* 4.46+2.50 0.35+0.40*



Tabela 15: Percentual de transporte de potássio (% TK) em perfusão de rins isolados de ratos perfundidos com

solução de Krebs-Henseleit na presença de 6g% de albumina (controle), lmg de veneno de A 

/warraes , Iteo® de BN 52021, lOmg- de WEB 2086 e Img de indometacina. (n=4)

(1) %TK: percentual de potássio transportado;
* Significância a 95%.
Os dados expressam a média e o erro padrao da média dos resultados obtidos em quatro experimentos.

Tempo Controle Veneno BN 52021 WEB 2086 Indometacina

10 62.93±5.04 67.60+2.04 64.45+5.60 66.30+4.23 55.90+8.57

20 61.18±5.45 67.83±2.62 70.60+5.01 65.88+4.24 54.43±6.60

30 - 64.28+5.51 69.03+1.69 69.20+5.86 63.75±4.42 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* 54.32+11.0 48.87+9.48 34.87+4.53*

60 69.45+3.27 57.73+3.97* 48.49+15.3* 48.05+10.6 20.46+7.41*

70 70.73±3.26 55.37±5.42* 45.65±15.0* 42.88+13.2* 15.83+9.18*

80 71.90±2.12 50.70±9.74* 52.80+7.39* 41.68+15.0* 11.71+10.5*

90 72.50+2.16 57.37+7.03* 55.76+1.43* 52.95+11.5 17.7+9.71*
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Figura 25: Comparação entre © percentual de potássio transportado 
d® rins perfundidos dos grupes controle e tratad® com 
veneno de B. Jararaca.
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Figura 26: Comparação entre o percentual de potássio transportado 
de rins perfundidos nos diversos grupos estudados.



do veneno. O percentual de TK apresentou diminuição mais acentuada após os 40 minutos de perfasão (indometacina + veneno) do que após uso isolado do veneno (figura 26).
Composição Hidroeletrolítica do Tecid© Renal nos RinsPerftmdido e Controle
Os dados apresentados na tabela 16 mostram os resultados obtidos pela dosagem de sódio e potássio tissular no rim perftmdido (RP) e no rim controle (RO contralateral, percentual de potássio tissular no RP e percentual do peso seco no RP em perfusões com solução de Krebs Henseleit. Os diferentes grupos de perfusão incluem o controle e os diversos grupos tratados com veneno de B. 

jararaca , BN 52021, WEB 2086 e indometacina (Figuras 27,28,29 e 30).
Os resultados experimentais com o uso do veneno apresentaram diminuição no sódio tissular quando comparados ao controle. Ao utilizar o BN 52021 e o WEB 2086, houve um significativo bloqueio deste efeito. O uso de indometacina apresentou diminuição discreta do Na+, sem significância estatística quando comparado ao rim contralateral, semelhante ao controle (Figura 27).
O percentual de Na+ não apresentou alteração significativa com o uso de veneno. Nos experimentos com BN 52021 e WEB 2086 foi observado o aumento com significância estatística, deste parâmetro quando comparado ao controle (figura 28).
O grupo do veneno apresentou uma nítida redução do íon potássio quando comparado ao rim contralateral (Figura 29).
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Tabela 16: Composição eletrolítica tecidual de sódio e potássio em rins controle (R.C) comparados com rins
tratados (RP) com veneno lmg de A Jararaca , lOmg de BN 52021 lmg de B. jararaca, lOmg de WEB
2©86 + lmg de A /sraraca e lmg de Indometacina + lmg de B. Jararaca.

(pesa seca)

Variáveis Albumina 
(Controle)

Veneno
(A Jararaca )

BN 52021 WEB 2086 Indometacina

Ha« RC

RP

76,89+ 4,88

75,22 + 9,86

73,05 + 8,37

57,57 ± 1,02*

84,55+ 5,36

105,45 ± 3,86

85,78 + 11,38

105,26 ± 233

86,92 ± 15,12

77,34 + 10,90

lia*
RP/RC.Mt 96,80 + 7,89 80,94 ± 8,36 126,08 + 9,83* 122,70+ 11,16* 88,97 + 9,03

K+ RC
pW-g-1

RP
(pesa seca)

157,85 + 2,91

156,30+ 4,46

183,15 + 11,48

118,29+ 9,66*

186,60+ 10,54

188,85 ± 10,44

19032 ± 1,77

18436 ± 0,69

141,76 ± 0,60

156,64+ 2,54

xw
RP/RC.180 98,32 + 8,20 64,07 ± 5,50* 101,78+ 4,07 97,14 + 6,64 110,63+ 7,01

*Sgmficâneia a 95%
Os dados acima representam a média e o erro padrão da média.
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Figura 27: Composição eletrolítica tecidual de sódio nos diversos grupos.

Figura 28: Percentual de sódio tecidual renal nos diversos grupos.



Figura 29: Composição eletrolítica tecidual renal de potássio nos diversos 
grupos.

Figura 30: Percentual de potássio teciduai rena! nos diversos grupos.



Todos os grupos tratados (BN 52021, WEB 2086, Indometacina) comportaram-se como o controle com a albumina, demonstrando um bloqueio total ao efeitodo veneno.
O percentual de K+ retido nos tecidos apresentou se diminuído com o uso do veneno. Os grupos nos quais utilizados BN 52021, WEB 2086 e indometacina demonstraram bloqueio total ao efeito do veneno (figura 30).
Correlação entre alguns parâmetros estudados
A correlação entre os parâmetros RFG e TNa+ nos diversos grupos experimentais encontram-se nas figuras 31, 32, 33, 34 e 35. Uma correlação positiva foi obtida entre os dois parâmetros dos experimentos controle, tratados com veneno e com BN 52021. Nos grupos tratados com o WEB 2086 e indometacina a correlação é negativa. Estes grupos apresentaram aumento do RFG demonstrando bloqueio ao efeito do veneno e queda do percentual de TNa*  de forma mais acentuada do que com o uso isolado do veneno.
Estudo Histopatológico dos Grupos Controle e Tratado com Veneno de A Jararaca

Grupo controle
Foi observada moderada tumefação celular e dilatação nos túbuios de todos animais controle (figura 36b). A presença de material proteico nos giomérulros, mesmo em pequena quantidade, foi evidenciada em apenas um dos animais. Nos demais, os glomérulos examinados tinham aparência nomial
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(Aibumina 6q8)

Figura 31: Correlação linear d® balanço glomérulo-tubular de rins 
controles perfundidos.
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Figuras 32, 33, 34 e 35: Correiaçã® linenr d© bilaoç© gloméruie-tubular 
d® rins perfundidos nos diversos grupos tratados.



(figura 36a). A presença de material proteico nos túbulos corticais ocorreu de forma escassa em quatro animais e moderada em um outro. Não evidenciamos a presença de hemácias em nenhum animal controle.
Estas alterações parecem ser devido à técnica de perfusão de rim isolado com presença de aibumina no líquido perfusor. Este fenômeno foi descrito anteriormente em rim perfandido de coelho nas mesmas condições (Moraes, 1984).
Grupo Tratado
Além das alterações encontradas nos animais controle, descritas acima, observamos a presença de material proteico nos espaços uriníferos dos glomérulos (figura 37) e lúmens tabulares (figura 38) que variou de moderada a intensa (tabelas 17 e 18).
A necrose de células tabulares múltiplas foi encontrada em dois animais (figura 39).
Um dos animais apresentou hemácias em quantidade moderada nos espaços uriníferos de alguns glomérulos, o que pode ser interpretado como artefato da técnica.
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Tabela 17: Alterações histopatológicas de rins controle perfundidos com 6gS de albumina e de rins perfundidos com
Img- de veneno de & jararaca .

Animal

Dilatação de 
Túbuios

Esc Mod. Int.

Tumefação de
Túbuios

Esc. Mod. Int.

Necrose de
Túbuios

Esc. Mod Int.

Material Proteico
Glomérulo

Esc. Mod. Int.
Túbuios

Esc. Mod. Int.

Cl + + +
C2 + + +
C3 + + + +
C4 ■■ + + +
C5 + + +

TI + + + +
T2 + + + +
T3 + + +
T4 + + + + +
T5 + + + +

Hemácias
Glozaérulo Túbuios

Esc. Mod Int. Esc. Mod Int.

C: Controle Albumina
T: Tratado com 1 mg de veneno de & fszs.rsciSí .
Esc: Escasso
MM: Moderado
Int: Intenso



Tabela 18: Frequência relativa em percentual das alterações histopatológicas de rias controle perfundidos com 6g% 
de aibumina e de rins perfundidos cem Img de veneno de & jararaca .

Dilatação de
Túbulos

Esc Mod. Int.

Tumefação de Necrose de
Túbulos Túbulos

Esc. Mod. Int. Esc. Mod Int.

Material Proteico
Glomérulo Túbulos

Esc. Mod. Int. Esc. Mod. Int.

Hemácias
Glosaérulo Túbulos

Esc. Mod Int Esc. Mod IntAnimal

Controle 0 100 0 0 100 0 0 0 0 20 0 0 80 20 0 0 0 0 0 0 0
Tratado 0 100 0 20 80 0 0 40 0 20 20 20 20 60 20 0 20 0 0 0 0

Controle: Aibumina (6g%) 
Tratado: Img de veneno de 2?, 
Esc: Escasso
Mod: Moderado
Int: Intenso



Figura 36a: Animal Controle - Rim apresentando glomérnlo semalterações. (H.E. 80©x)



Figura 36b: Animal Controle - Rim apresentando túbuios commoderada tumefação celular. (H.E. 800 x)



Figura 37: Animai Tratado com lmg de veneno de A jararaca. Rimapresentando glomérulo com material proteico no espaçourinífero. Tubuios dilatados com moderada tumefação eborramento da borda em escova. (H.E. 8®® x)



Figura 38: Animal Tratado com Img de veneno de B. januxa. Rimapresentando túbulos moderadamente dilatados, contendo material proteico em grande quantidade. (H.E.800 x)



Figura 39: Animal Tratado com lmg de veneno de B. Jararaca. Rimapresentando foco de necrose de células tabulares. (H.E.800 x)



Discussão



Os acidentes ofídias pela frequência com que ocorrem» pela morbidade e mortalidade constituem, um importante problema de saúde pública nos países tropicais. No Brasil estima-se que ocorram de 80.000 a 115.000 acidentes, com 2.000 óbitos anuais. À maioria deste acidentes são causados por Botàops, 
Gmtãkss e em menor frequência Mjcrms e Lxhesís (Amaral et al.f 198©.

No nosso trabalho estudamos os efeitos nefrotóxicos da peçonha de B, 
Jãrarxa , pela maior frequência de acidentes entre nós e pela gravidade das lesões renais. Os resultados aqui discutidos objetivam um maior conhecimento destes efeitos.

Utilizando o sistema de perfusão de rim isolado, obtivemos um modelo experimental para o estado de efeitos diretos do veneno, excluindo outros fatores que poderíam interferir nos resultados. Nos experimentos nos quais utilizamos o veneno notamos alteração funcional com diminuição acentuada da diurese e da maioria dos parâmetros renais estudados.
Como parte inicial deste estado foram realizadas análises dos parâmetros funcionais renais em perfusões com solução de Krebs-Henseleit modificada, na presença de 2g%, 4g% e 6g% de aibumina.
A solução de Krebs-Henseleit com glicose e um agente oncótico em perfusões renais tem sido utilizada por vários pesquisadores em rins de coelho e de rato (Nishiitsutji-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).
Alguns pesquisadores utilizaram colóides sintéticos, tipo Dextran, 
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Haemacel, Pluronic, em perfusão renal (Ross, 1978) por apresentarem baixo custo quando comparados à albumina. Entretanto, tais substâncias apresentam a desvantagem de promover uma excreção excessiva de íons potássio (Schurek et ai., 1970). O uso de albumina bovina como agente oncótico, é preferível porque mantém estável os parâmetros funcionais do rim perfundido, mantendo-os próximos à aqueles observados in vifro, o que justificam a nossa escolha neste trabalho.
A perftisão renal com 2g% de albumina permaneceu estável durante todo o experimento, porém quando comparado às outras preparações com 4g% e 6g% de albumina, observou-se uma melhora dos parâmetros renais com o aumento na concentração de albumina, fato já 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 + 0,08 ml/ g/min e para o percentual de TNa+ foi 76,62 ± 5,75, não houve diferença estatística 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 preparações com 2 e 4g% de albumina não apresentaram diferenças entre si, porém, quando comparadas às preparações com 6g% de albumina, notou-se uma melhora dos parâmetros renais. Portanto, os valores funcionais médios obtidos com 6g% de albumina foram superiores aos observados com 2 e 4g%. A influência da concentração de albumina no perfusato, sobre a função renal foi estudada por inúmeros pesquisadores (Bowman e Maack, 1974; Little e Cohen, 1974; Moreira Lima, 1983; Moraes, 1984). Os resultados aqui apresentados confirmam o importante papel que a presença de albumina no perfusato desempenha na reabsorção de sódio.
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Na preparação com 6g% de albumina observam» ®na estabilidade durante todo tempo de perfroão para os parâmetros RVR» FU, RFG e percentual de TNa (tabela 4), que pennmeceram constantes durante 90 minutos. Os outros parâmetros CHgO, pTNa+, %dTNa+ e wdTNa*  apresentaram aumento no decorrer dos 90 minutos (Tabela 5). Os resultados obtidos nos experimentos com 6g% de albumina demonstram a qualidade do sistema e da preparação, o que pode ser observado pela uniformidade dos dados apresentados, tomando este preparação um modelo para estado de efeitos diretos de drogas sobre o rim.
A insuficiência renal aguda (IRA) secundária a acidentes botrópicos é uma das principais complicações renais (Steinbeck, 1960; Amaral et al., 1980; Chugh et al.,1975; Lopez et al, 1972).
O grande número de acidentes ofídicos e muitas vezes a ausência ou dose inadequada de antiveneno leva a esta grave complicação, resultante de alterações anatômicas como glomerulonefrite aguda, necrose tabular aguda e necrose cortical. Portanto, outros estados complementares se fazem necessários para melhores esclarecimentos dos mecanismos envolvidos na patogênese da IRA.
Os mecanismos atualmente propostos para explicar as lesões renais são coagulação intravascular disseminada (CID), nefrotoxicidade direta atribuída à ação proteolítica do veneno e/ou espasmo dos vasos renais decorrente da liberação de substâncias vasoativas pelo veneno (W. Raab e E. Kaiser, 1966; Amaral et al., 1986; Amaral et aL, 1985). Em alguns casos de IRA não são identificadas alterações histopatológicas (Chugh et al., 1975; Amaral et al.t 1986). O estado em pacientes vítimas de acidentes ofídicos demonstrou que o intervalo de tempo entre o acidente e o início da oligúria ou anúria, variava de 18 horas a 5 dias. A admissão dos pacientes no hospital ocorria entre o 4e e T dia, já com IRA
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(Amaral et al., 1986).
A IRA em geral se caracteriza pela oligúria ou mesmo anúria porém pode ocorrer com alto débito e elevação progressiva dos níveis séricos de uréia e creatinina.
Amaral et al. (1985), realizaram estudos em pacientes picados por B 

jararaca , tratados com antivenenos e constataram que estes soros não impediram o desenvolvimento de necrose cortical e insuficiência renal. Este fato pode ter ocorrido por dose inadequada e/ou excesso de tempo decorrido entre a picada e sua administração.
A patogênese da necrose cortical em decorrência da inoculação do veneno de B. Jararaca não está ainda bem esclarecida, embora tenha sido constatado um efeito tóxico direto, proteolítico, no endotélio vascular e/ou vasoespasmo, assim como a participação de um fator pró-coagulante. Todos os casos de necrose cortical apresentam como denominador comum a presença deste fator que é capaz de ativar o mecanismo de coagulação (Matlin e Garry, 1974). A hemólise intra-vascular e CID contribuem portanto para a insuficiência renal, causando nefrotoxicidade com necrose cortical aguda e necrose tabular aguda (Qiugh et al., 1975). A necrose tabular aguda também pode ser causada por efeito tóxico direto do veneno sobre o rim (Amaral et al., 1985).
Como podemos concluir são vários os trabalhos na literatura que estudam o fenômeno de nefrotoxicidade pelo veneno de B. jararaca. Além dos já mencionados, destacamos Lopez et aL, 1972; Amaral et al., 1985; Kouyoumdzian, 1986; Amaral et al., 1986; Rezende et al., 1989.
Amaral et al. (1986) estudaram pacientes que apresentara IRA 
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secundária a acidentes botrôpicos nos qua se verificou uremia (100%), hiperpotassemia (89%), anemia (78%), infecção urinária (37%), hiperhidratação (17%), parada cardíaca (14%), edema agudo de pulmão (11%) e necrose cortical (22,4%).
No estudo histopatológico dos rins observamos que os pujws controle e tratado com o veneno apresentaram dilateção e tumefação de túbuios, sendo provalvelmente em consequência da técnica utilizada.
No grupo tratado com o veneno ocorreu necrose de túbuios em dois animais, sugerindo um efeito tóxico direto, já descrito anteriormente em acidentes ofídicos por B. jararaca (Sitprija, 1979; Chugh et al., 1975; Amaral et al., 1985; Amaral et al., 1986), Estes autores sugeriram que as manifestações poderíam ser resultados dos efeitos de componentes tóxicos dos venenos, agindo de forma direta ou indireta sobre o rim.
A presença de material proteico no interior dos túbuios e glomérulos nos rins controle foi provavelmente devido à presença de albumina na solução perfosora, o que já foi descrita anteriormente por Moraes (1984) em rim perfondido de coelho. No entanto, os controles não apresentaram alterações funcionais.
A presença de material proteico em glomérulos e túbuios ocorreu tanto nos controles como nos tratados com veneno, porém este último grupo apresentou maior intensidade, provavelmente decorrente do efeito tóxico direto do veneno no capilar glomerular e tabular, por aumento da permeabilidade dos vasos e/ou lesão do endotélio, necessitando para maiores esclarecimentos de um estado mais acurado de microscopia eletrônica, não realizado neste trabalho.
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Rezende et al. (1989) descreveram alterações histopatológicas induzidas pelo veneno de B. jararaca em ratos após 2, 5 e 24 horas. Constataram albuminúria logo após administração do veneno, que pode ter sido secundária a ativação do sistema renina-angiotensina. Obs© .rram também um aumento da permeabilidade glomerular para macromoiéculas provavelmente em decorrência da liberação de substâncias vasoativas do veneno e/ou a redução tubular de proteínas filtradas. Além das alterações fisiopatologicas descritas acima foi também constatada a proliferação da matriz mesangial com glomerulonefrite e alteração degenerativa dos túbulos com diminuição da borda em escova e vacuolização citoplasmática, sem sinais de necrose tubular. Levantaram então a hipótese de que as lesões foram secundárias às alterações hemodinâmicas ou hemoglobinúria. Notaram também a presença de material proteico no lúmem tubular, com alterações renais mais pronunciadas após 5 horas, que tendem a melhorar após 24 horas. Estes autores concluiaram ainda que a injeção intra-peritoneal do veneno induziu alterações funcionais compatíveis com IRA e lesões degenerativas de células tubulares. Foi então sugerido que as alterações hemodinâmicas levaram a isquemia renal, desempenhando importante papel na patogênese das alterações funcionais e histopatológicas.
Nos experimentos aqui descritos utilizando a técnica de rim isolado, foram afastados outros fatores sistêmicos e após exposição por 90 minutos foi observada a dilatação nos túbulos, acompanhada de moderada tumefação e borramento da borda em escova, descrita anteriormente por Rezende et al. (1989). Também foi constatada necrose tubular não encontrada por estes autores. Chegou-se então a conclusão de que estas alterações podem ter sido causadas por efeitos diretos do veneno sobre o rim, mesmo com uma menor exposição ao 
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mesmo.
Estudando os parâmetros funcionais observou-se uma queda acentuada do FU, RFG, TNa+, %TNa+ e RVR após adição do veneno, que nos faia a favor de alteração funcional compatível com IRA. Também notou-se uma queda de TK\ %TK+, Na+ tissular© K+ tissular.
Amaral (1986) descreveu hiperpotassemia em 89% dos pacientes picados por B. jararaca após 24 horas do acidente. No presente trabalho foi evidenciada redução deste ion imediatamente após exposição ao veneno, o que pode ter ocorrido em consequência de danos metabólicos no tecido renal. A remoção do potássio neste caso poder provir do próprio rim ou de outros órgãos.
Qualquer condição em que haja um aumento agudo na excreção de sódio, encontra-se associada a um aumento na excreção de potássio. Em contraste, quando pouco ou nenhum sódio é reabsorvido distalmente a secreção de potássio é mínima (Selkurt, 1986).
Na análise segmentar do néfron o veneno promoveu queda dos parâmetros estudados CH^), dTNa+, %dTNa+, pTNa+ e %pTNa+. Estes resultados demonstram defeito tubular distai como resultado da toxicidade da peçonha, com diminuição da osmolaridade urinária. Contado, o modelo experimentai de rim perftmdido não é adequado para o estado de néfron distai porque a preparação produz urina geralmente hipotônica, com pequena margem de observação. Esse defeito distai no rim perftmdido de rato foi descrito por DeMelloeMaack(1976).
A teoria metabólica de auto-regulação quando aplicada ao rim deve levar em consideração dois importantes componentes humorais: sistema renina- 



angiotensina e as prostaglandinas. A renina sintetizada no aparelho justa glomendar (AJG) converte o angiotensinc^ênio do plasma em Angiotensina I que sob ação da enzima conversora é convertido em Angiotensina H. Foi proposto um papel regulador intra renal para o sistema renina-angiotensina, podendo desempenhar papel, na autoregulação renal do fluxo sanguíneo. Evidências recentes indicam que as prostaglandinas podem ativar o sistema renina- angiotensina. Fluxo renal reduzido decorrente de vasoconstrição neurogênica ou humoral, ou a isquemia renal aumentam a síntese e a liberação de plostaglandinas. Pesquisas recentes indicam que certas prostaglandinas (PGIjg) são também sintetizadas no córtex possivelmente pelo endotélio dos vasos sanguíneos corticais. A produção e liberação aumentadas de prostaglandinas não exercem influência sistêmica porque normalmente os pulmões metabolizam a maior parte das prostaglandinas (Selkurt, 1986; Mudge & Weiner, 1987). No modelo experimental utilizando 0 rim isolado, as prostaglandinas podem ter um efeito direto mais intenso sobre 0 rim, uma vez que fica excluida a participação do pulmão no metabolismo das mesmas.
Outro fator que desempenha papel importante é 0 fator potenciador de bradicinina (BPF), que é uma fração farmacologicamente ativa preparada do veneno B. Jararaca. Este fator inibe a enzima conversora que inativa a bradicinina e bloqueia a conversão de angiotensina I em angiotensina II (Ferreira et al., 1970).
O fator ativador de plaquetas (PAF) é um mediador fosfolipidico definido como l-O-alquil-2-(R)-acetil-glicero-3-fosforilcolina (Benveniste et al., 1979; Demopoulos et al., 1979).lnicialmente Benveniste et al (1972) descreveram um fenômeno de ativação plaquetária induzido por uma substância produzida por basófilo de coelhos sensibilizados por IgE. Esta substância 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 inflamatórias induindo neutrófilos monócitos, eosinófilos, macrófago, plaquetas e células endoteliais (Braquet et aL, 198'7). O PAF nâo é acumulado nas células mas sim o seu precusor 1-O-Alquil-acilglicerofosfocolina. A biossíntese enzimática pode ocorrer através de duas vias diferentes, iniciando-se com a ativação da fosfolipase Ag que atua sobre os fosfolípidios da membrana celular em um processo cálcio dependente (Bailou et al., 1983). A primeira via, a alquilacetil glicerol é responsável pela manutenção dos níveis fisiológicas do fosfolipidio, com alterações na célula em repouso, sendo a via biossintética predominante no rim. A segunda via conhecida como liso-PAF é inativa (sofre acetilação para formar PAF), está relacionada ao processo inflamatório e tem baixa atividade na célula em repouso. A inativação intracelular do PAF é feita através da ação de duas acetilidrolases, uma plasmática e outra citosólica, levando a formação de liso- PAF (Blank et al., 1981), que é o produto intermediário, precussor ou metabólito, que sofre desacilação e acetilação na dependência da via predominante, se sintética ou catabólica (Braquet et al, 1987; Vargaftig e Braquet, 1987).
Por outro lado a proteína quinase C é responsável pela ativação da fosfolipase A2 na formação do composto intermediário liso-PAF (Braquet et al., 1987), estando seus inibidores entre aquelas substâncias capazes de bloquear a síntese de PAF. O cálcio inibe várias enzimas participantes da síntese e da degradação do fosfolipidio (Touqui et al., 1987), sendo essencial para as etapas sintéticas via Liso-PAF. A regulação da produção do PAF nas células endoteliais depende da concentração de cálcio e de proteína quinase C (Ralph et al., 1989).
O PAF é conhecido por induzir a agregação e secreção de plaquetas (Chignard et al., 1979) e leucócitos polimorfonucleares (O1 Flaherty et. al., 1981).
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Quando injetado intravenosamente em cobaias e coelhos induz tromtocitopenia, neutropenia, hipotensão e choque (Mc Manus et al., 1980). Após injeção sub- cutânea, aumenta a permeabilidade vascular com exudação de plasma independente da acumulação leucocitária (Piroteky et al., 1985). Estas propriedades implicam o PAF como um mediador potente da doença renal. As lesões renais são caracterizadas por um aumento na permeabilidade glomerular com deposição de imunocomplexos nas paredes capilares do glomérulo e infiltração de células inílamatórias, processos patogênicos nos quais o PAF pode estar envolvido. A liberação de PAF sob estímulo imunológico e o reconhecimento de sua produção pelas células corticais renais sugere a participação do fosfolipídio nas doenças glomerulares. O PAF também pode ser produzido no rim isolado de rato em resposta ao ionóforo A 23187, com outros mediadores ( Piroteky at al., 1984).
Os túbulos renais não produzem o fosfolipídio, 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 cães demonstraram redução do fluxo sanguíneo renal, da taxa de filtração glomerular e diminuição na excreção urinária de sódio após infusão venosa de PAF. O tratamento prévio dos animais com inibidores de ciclooxigenase, reverteu os efeitos hipotensores, porém, não foi capaz de alterar os parâmetros renais (Hebert et al., 1987), concluindo que os efeitos do PAF sobre o rim são diretos, não mediados por prostaglandinas e independentes das variações tensionais sistêmicas.
Em ratos a infusão de PAF não modifica a pressão arterial, nem diminui a taxa de filtração glomerular, mas é capaz de induzir um aumento na reabsorção de sódio, cálcio e magnésio (Pirotzky et al, 1989).
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0 'PAF é também um potente estimulador da produção renal de prostaglandinas e tromboxanos (Weisman et al., 1985), sendo provável que as alterações no fluxo plasmático renal após infusão de PAF sejam causadas em parte pelo efeito do PAF diretamente no rim e também pela liberação secundária, por células renais, de mediadores com ações diretas sobre a produção renal do próprio PAF (Whatley, 1989).
As interrelações entre o fosfolipídio e outros sistemas mediadores renais, a participação do PAF em processos renais de natureza inflamatória como em doenças auto imunes e na rejeição pós transplante, deixam antever a riqueza e a complexidade de seu papel na fisiologia renal (Braquet et al, 1987).
A descoberta de antagonistas do mediador foi de grande importância no estado das ações biológicas e das propriedades farmacológicas do PAF. Os bloqueadores de canais de cálcio (Coefíier et al, 1983), os antagonistas da calmodulina (Levy, 1983) e a mepacrina (Braquet et al.,1987; Albert e Snyder, 1983) demonstraram a participação decisiva do cálcio e da fosfolipase Ag nas etapas biossintéticas. Compostos como naloxano, antagonistas de troboxanos e leucotrienos antagonizam os efeitos sobre vários sistemas celulares (Feuerstein et al.,1985; Chilton et al., 1982). Estas substâncias exercem uma ação antagônica inespecífica. Os antagonistas específicos do PAF englobam uma vasta quantidade de substâncias bioquimicamente distintas, algumas analógas ao PAF porém sem ação agonista, muitos derivados de produtos naturais e outras obtidas sinteticamente, todos porém, inibem competitivamente o acoplamento do fosfolipídio ao receptor celular.
Dois destes compostos foram utilizados no presente trabalho, sendo um derivado natural da Gmkgv bíloba (árvore milenar chinesa), BN 52021, e outro 
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antagonista farmacológico, WEB 2086, na tentativa de bloquear efeito nefrotóxicos do veneno de B. jararaca. Os antagonistas naturais do PAF, compostos derivados da Giiijgo fáloba, possuem uma complexa estrutura molecular com 20 carbonos, que apresentam diferença no número e na posição de grupos hidroxilas em Cl, C3 e C7, determinando o surgimento de isômeros denominados ginkgülídios A, B, C, J, e M (nomenclatura adotada pelo Instituto Henri Beaufour-Paris, França). Destes isômeros o que apresenta maior antagonismo é o B (BN 52021), tendo sido por este motivo escolhido para o presente trabalho.
Komecki et al. (1985) demonstraram que os triazolobenzodiazepínicos (drogas psicotrópicas) eram capazes de inibir a resposta agregante plaquetária induzida pelo PAF. Este composto é um derivado benzodiazepínico com anel triazol que possui efeitos anti-PAF independente das suas ações .hipnóticas e sedativas (Casals-Stenzel e Weber,1987). Estes efeitos inibitórios sobre a agregação de plaquetas humanas são específicos para o PAF e não se reproduzem quando o indutor é o ácido araquidônico, colágeno, A 23187 ou trombina. Recentemente foi sintetizado um novo triazolobenzodiazepínico destituído de efeito hipnótico e capaz de inibir a agregação plaquetária induzida pelo PAF. Este composto, o WEB 2086, é capaz de inibir em animais de experimentação os efeitos circulatórios e brônquicos da infusão de PAF (Casals- Stenzelet al.,1986; Casals-Stenzel e Weber, 1987). Utilizamos esta droga na tentativa de bloquear efeitos nefrotóxicos do veneno de B. jararaca.

Portanto, tanto o BN 52021 quanto o WEB 2086 foram utilizados na tentativa de bloquear efeitos nefrotóxicos do veneno. Mesmo sendo o mais potente inibidor do PAF dentre aqueles originados da GinJçg® büoba, a análise dos resultados não mostrou eficiência do BN 52021 na proteção aos efeitos tóxicos do 



veneno, o que pode estar relacionado à dose empregada. Na presente pesquisa, o WEB 2086 foi bastante eficaz no bloqueio a vários efeitos nefrotóxicos do veneno. O efeito na diurese e no RFG além de causar bloqueio total à ação nefixrtóxica do veneno, eleva estes parâmetros acima dos encontrados no grapo controle, sugerindo uma potenciação destes mesmos efeitos. O TNa+ e % TNa+ apresentaram queda ainda mais acentuada do que nos grupos tratados somente com o veneno. Porém, o Na+ e K+ tissular não diferiram do controle, demonstrando que a droga impediu a perda destes íons no tecido renal, fato observado com o uso do veneno. Quanto ao efeito na pressão de perfusão, há um retardamento no início da queda, o que demonstra que houve uma leve proteção.
Analisando estes resultados, fado indica que os efeitos sobre a diurese e o RFG são semelhantes sendo bloqueados pelo WEB 2086, enquanto o efeito sobre a pressão de perfusão é apenas parcialmente bloqueado. Parece que o PAF podería estar envolvido com o efeito nefrotóxico direto do veneno sobre o rim, o que explicaria o bloqueio causado pelo WEB 2086. Com este resultado podemos levantar a hipótese da liberação do PAF pelo veneno causando alterações nefrotóxicas.
Os outros parâmetros CH2O, dTNa+ e % dTNa"8’ se apresentaram negativos, quando comparados ao grupo controle. Quando 0 CH^) é positivo, a urina apresenta-se mais diluída que 0 plasma. Quando 0 CHgp é negativo a urina é mais concentrada que 0 plasma sendo mais convenientemente expressa pela designação TCHgO. Com cargas muito baixas de soluto e/ou na presença de fluxo urinário baixo, 0 valor de TCH^D diminui.
Os efeitos da indometacina nas inflamações mediadas por histamina, 5- hidroxitriptamina, bradicinina e prostaglandina E2 tem sido bastante estudados, 
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A indometacina nas doses de 10 à 160gg/ml exibe um efeito inibitório na contração induzida pelos mediadores acima descritos, em útero isolado de rato e íleo de cobaia. Alguns autores têm demonstrado que a indometacina foi cerca de 4 vezes mais efetiva no seu efeito inibitório sobre a PGE2 do que sobre a histamina, serotonina e bradicinina (Sorrentino et al., 1972; Northover, 1975).
Os dois mecanismos produtores da inflamação são 0 aumento da permeabilidade vascular e a migração de leucócitos que podem ser consequência, da liberação de vários mediadores na área inflamada (Willoughby e Di Rosa, 1971).
A indometacina inibe também a contração da musculatura lisa em concentração semelhante àquela que é requeridas no sangue para uma ação anti-inflamatória. Em contraste 0 contacto prolongado com quantidade diminuta, abaixo das concentrações anti-inflamatórias, algumas vezes potência a resposta contrátil, sendo a razão deste fenômeno ainda obscura, e não será objeto de discussão nesse nossso trabalho (Northver, 1977).
O efeito inibitório é qualitativamente independente do tipo de estímulo envolvido na contração da musculatura lisa. Contudo, respostas contrateis do músculo liso causadas pelas prostaglandinas são inibidas mais completamente pela indometacina do que outras respostas de substâncias espasmogênicas.
Vários estudos compravam que a indometacina reduz 0 conteúdo de cálcio na musculatura lisa gástrica não estimulada, reduz 0 ganho de cálcio e sódio em resposta à estimulação elétrica, mas diminui levemente a queda de potássio em resposta à estimulação elétrica (Northover, 1972). Muitas respostas ao cálcio são também inibidas pela indometacina (Northover, 1975; Northover, 1977). A liberação de enzimas lisossômicas de leucócitos polimorfonucleares em 
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respostas a vários estímulos requer a presença de cálcio. A indometacina e drogas correlatas inibem a liberação dessas enzimas (Andrews e Phelps, 1971; Perper e Oronsky, 1974; Ackerman e Beebe, 1975; Smith 1977). E de ipnde interesse a investigação no sentido de se determinar se o efeito inibitório da indometacina envolve a participação do cálcio. A indometacina possui algumas ações antagonistas ao cálcio em várias situações biológicas (Northover, 1977).
Diversos trabalhos demonstram que as células endoteliais possuem, propriedades de contratilidade semelhantes às apresentadas pela musculatura lisa. As células endoteliais possuem um sistema actinomiosina que é morfologicamente e imunologicamente semelhante ao músculo liso (Becker e Minphy, 1969; Becker, 1970; Becker e Nachman, 1973). O cálcio por analogia estaria envolvido no fenômeno excitação e contração semelhante ao que ocorre com o músculo liso. A indometacina inibe vários fenômenos mediados pelo cálcio nas células do endotélio vascular possuindo uma ação de antagonismo. Existe urna correlação entre a potência anti-cálcio e potência anti-inflamatória que pode ser uma relação causa e efeito.
A indometacina apresentou efeito semelhante ao do WEB 2086 no fluxo urinário e RFG com bloqueio total dos efeitos nefrotóxicos causados pelo veneno. O TNa*  e % TNa*  também continuaram baixos de forma semelhante ao que ocorreu com o uso do WEB 2086. A pressão de perfusão e a resistência vascular renal permaneceram baixas semelhantes ao uso do veneno, não havendo bloqueio destes parâmetros. O CHgO, dTNa*  e % dTNa*  também se apresentaram negativos. O uso da indometacina impediu a redução dos íons sódio e potássio no tecido renal. Com 0 uso da indometacina levantamos a possibilidade da participação das prostagiandinas e do cálcio nas alterações renais descritas acima.
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A correlação entre os parâmetros RFG e % TNa4, foi positiva com aumento dos dois parâmetros no grupo controle. Também foi positiva com o uso prévio do BN 52021. porém com diminuição dos dois parâmetros. No caso do WEB 2086 e indometacina a correlação foi negativa; estes grapos apresentaram aumento do RFG (bloqueio ao efeito do veneno) e queda do % TNa+ de forma mais acentuada do que o causado pelo uso isolado do veneno.
O veneno de B. Jararaca causa nefrotoxicidade direta sobre o rim com alterações funcionais de todos os parâmetros estudados, bem como alterações histopatológicas compatíveis à insuficiência renal aguda. Estes efeitos parecem resultar da presença de várias substâncias como bradicinina, histamina, prostaglandinas, cálcio e PAF pela infusão de veneno, causando alteração e/ou lesão no endotélio vascular renal nos glomérulos e túbulos.
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Conclusões
1) Com a técnica utilizada nos experimentos dispomos de um modelo para estado dos efeitos tóxicos diretos de drogas sobre o rim.
2) O veneno de B. Bàraracã produziu alterações notáveis em todos os parâmetros estudados, quando comparado ao controle, especialmente com queda acentuada de FU, RFG, RVR, PP, TNa+, % TNa+, TK+, % TK+; bem como a diminuição dos íons Na+ e K+ no tecido renal após a exposição ao veneno.
3) O BN 52021 não apresentou proteção aos efeitos tóxicos do veneno, exceto ao evitar a diminuição de sódio e potássio tissulares, após o uso do veneno.
4) O inibidor de PAF (WEB 2086) exerceu efeito protetor a nível de FU, RFG e evitou a diminuição de Na+ e K+ do tecido renal após exposição ao veneno. Causou bloqueio parcial na PP com retardo no início do efeito tóxico.
5) A indometacina protegeu os parâmetros FU e RFG e evitou a diminuição de Na+ e K+ no tecido renal, após o uso do veneno. Apresentou diminuição de TNa*  e % TNa+ mais acentuada do que o uso isolado do veneno. Não apresentou efeito protetor quanto à PP.
6) O exame histopatológico revelou a presença de material proteico em glomérulos e túbulos tanto no controle como no grupo tratado com o veneno, sendo neste último em maior intensidade. Observamos a presença de necrose tabular em alguns animais após a exposição ao veneno.
7) O estado que se inicia deverá ter continuidade, uma vez que levanta 
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vários aspectos importantes como alteração funcional e histopatológica renais, com provável envolvimento de vários mediadores químicos.
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