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RESUMO

Efeitos renais promovidos pelo veneno total da serpente Bothrops pauloensis. Aline
Diogo Marinho e Helena Serra Azul Monteiro. Faculdade de Farmdcia, Odontologia e

Enfermagem, Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, Brasil, 2011.

7z

Envenenamentos por serpentes ¢ um importante problema de saide que acomete
paises tropicais. De acordo com o Ministério da Saude do Brasil, as serpentes do género
Bothrops sdo as principais envolvidas nos acidentes ofidicos no pais e a insuficiéncia renal
aguda (IRA) é uma complicacdo grave dos envenenamentos por estas serpentes. Neste
trabalho, foram investigados os efeitos renais do veneno total de Bothrops pauloensis (vBp)
em sistema de rim isolado de rato e em cultura de células tubulares renais da linhagem
MDCK (Madin-Darby Canine Kidney). Para perfusdo de rim isolado foram utilizados ratos
Wistar pesando entre 250 e 300g, cujos rins foram excisados cirurgicamente e perfundidos
com solucdo de Krebs-Henseleit contendo 6%p/v de albumina bovina previamente dialisada.
Foram investigados os efeitos do vBp (10 pg/mL; n=6) sobre a Pressdo de Perfusido (PP),
Resisténcia Vascular Renal (RVR), Fluxo Urindrio (FU), Ritmo de Filtragdo Glomerular
(RFG), Percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNa+ ), de Potassio (%TK+ ) e de
Cloreto (%TCl-). Na cultura de células MDCK, o vBp foi capaz de diminuir a viabilidade
celular nas condi¢des de estudo, apresentando citotoxicidade até a menor concentracdo
testada, com IC50=4,18pg/mL. No sistema de perfusdo o vBp promoveu uma reducdo da PP
e RVR aos 90 e 120 minutos e do RFG aos 60 minutos.O FU aumentou aos 120 minutos. O
percentual total do transporte de sdédio (%TNa) e cloreto (%TCl) e potassio(%TK)
diminuiram aos 60, 90 e 120 minutos. A andlise histoldgica dos rins perfundidos com vBp
mostrou a presenca de alteragdes morfoldgicas significativas, como acimulo de proteinas nos

espacos tubulares e glomerulares.

Palavras-chave: Bothrops pauloensis; Efeitos Renais; Perfusao Renal.



ABSTRACT

Renal effects promoted by venom total of snake Bothrops pauloensis. Aline Diogo
Marinho e Helena Serra Azul Monteiro. Faculdade de Farméacia, Odontologia e Enfermagem,

Universidade Federal do Ceara, Brasil, 2011.

Snake envenoming is an important health problem widespread in tropical countries.
According to the Department of Health of Brazil, the genus Bothrops are the main involved in
snakebites in the country and acute renal failure (ARF) is a serious complication of snake
poisoning. This study was investigate the effects of the Bothrops pauloensis venom(vBp) in
the renal perfusion system and in cultured renal tubular cells of the type MDCK(Mardin-
Darby canine kidney). Isolated kidney from Wistar rats weinghing 250 to 300g. were perfused
with Krebs-Henseleit solution containing 6%w/v of albumin serum albumin previously
dialyzed. The effects of Bothrops pauloensis venom (10pug/mL) were studied on the Perfusion
Pressure (PP), Renal Vascular Resistance (RVR), Urinary Flow (UF), Glomerular Filtration
Rate (GFR), Percentage of Sodium (%TNa+), Potassium (%TK+) and Chloride (%TCl-)
Tubular Transport. The treatment with vBp caused decrease in cell viability to the lowest
concentration tested with an IC50 of 4,18 pg/mL. B. pauloensis venom (10 pg/mL) reduction
the PP and RVR at 90 and 120 min. The UF increased at 120 min. The GFR decreased at 60
min. It was also observed a decrease on percentual tubular transport of sodium (%TNa") , of
chloride (%TCl’) and potassium(%TK+) at 60, 90 and 120 min. Histological analysis of
kidneys perfused with vBp showed the presence of significant morphological changes such as
accumulation of proteins in tubular and glomerular spaces.

Palavras-chave: Bothrops pauloensis; Renal Effects; Renal Perfusion.
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1. INTRODUCAO

1.1) Aspectos gerais e epidemiologicos

As serpentes pertencem a classe Reptilia, subclasse lepdosauria, ordem squamata,
subordem serpentes (HICKMAM;ROBERTS e LARSON, 2004). A familia Elapidae
compreende 55 géneros, entre eles o género Micrurus, com mais de 50 espécies. A familia
Viperidae, composta pelos géneros Bothrops, Bothropoides, Bothrocophias, Rhinocerophis,
Crotalus e Lachesis, representa o mais importante grupo de serpentes para a satde publica,
pois € responsdvel pela maioria e mais graves casos de acidentes ofidicos registrados nos

paises da América, inclusive no Brasil (AZEVEDO-MARQUES;CUPO e HERING, 2003).

Os acidentes ofidicos representam sério problema de saude publica nos paises
tropicais pela frequéncia com que ocorrem e pela morbi-mortalidade que ocasionam. Na
América do Sul, o Brasil é o pais com maior nimero de acidentes, com cerca de 20.000 casos
por ano (sendo as regides centro-oeste e norte as de maior incidéncia de acidentes ofidicos por
100.000 habitantes), seguido do Peru (4.500), Venezuela (2.500 a 3.000), Colombia (2.675),
Equador (1.200 a 1.400) e Argentina (1.150 a 1.250) (CHIPPAUX, 1998;WARREL, 2004).

No Brasil, a regido nordeste apresenta o menor indice de acidentes ofidicos: 7
acidentes por 100.000 habitantes (PINHO e PEREIRA, 2001). Porém, registrou-se a maior
letalidade (0,81%) cerca do dobro da média nacional (0,45%)(LIRA-DA-SILVA et al., 2009).

Os dados sobre acidentes por animais peconhentos, no Brasil, sdo coletados através de
sistemas de notificagdo como: Sistema de Informagao de Agravos de Notificacdo (Sinan/MS),
Sistema Nacional de Informacdes Téxico-Farmacoldgicas (Sinitox/Fiocruz/MS), Sistema de
Informagdes Hospitalares do Sistema Unico de Satide/MS e o Sistema de Informacdes sobre
Mortalidade/MS(SIM). Apesar de todos esses sistemas, os dados epidemioldgicos disponiveis
ndo retratam a real magnitude do problema, provavelmente devido a subnotificagao dos casos,
tendo em vista, entre outros fatores, as dificuldades de acesso aos servicos de saide de muitos

municipios brasileiros (LEMOS et al., 2009).

O Sistema Nacional de Notificagdo de Agravos notificou, em 2010, 29.635 casos de
acidentes ofidicos, com uma incidéncia de 15,5/100.000 habitantes, tendo ocasionado 146

6bitos no pais As serpentes do género Bothrops e Bothropoides respondem por 73,2% dos
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casos notificados neste periodo, enquanto as do género Crotalus foram responsdveis por 10%

dos acidentes (BRASIL, 2011).

No estado do Ceard o registro de casos € irregular e poucos trabalhos foram publicados
relativos a epidemiologia dos acidentes ofidicos. O levantamento mais recente foi realizado
no periodo de 2001 a 2007, onde foram notificados 3877 casos de acidentes por serpentes
peconhentas. Corroborando com o perfil nacional, o género Bothrops foi o responsdvel pelo
maior nimero de casos, individuos do sexo masculino foi o mais acometido (74,2%), e a faixa

etdria com maior nimero de acidentes foi de 21 a 50 anos (ROCHA, 2008).

1.2)  Género Bothrops

O género Bothrops compreende cerca de 23 espécies, pertencem a familia Viperidae e
sdo popularmente conhecidas como jararacas. Essas serpentes sdo caracterizadas por
possuirem a cauda sem maiores modificacdes, geralmente com escamas subcaudais em pares,
aparelho inoculador tipo solendglifo, cabeca triangular e fosseta loreal. Habitam
preferencialmente os ambientes umidos, como matas e dreas cultivadas. Possuem hébitos
noturnos ou crepusculares, sdo consideradas muito agressivas e chegam a atacar sem causar

ruidos (ALBUQUERQUE, 2004; MELGAVAREJO, 2003).

Considerando o paralelismo de Bothrops, recentemente, dados morfolégicos e
moleculares sugeriram a criacdo de uma nova espécie e reclassificagdo de algumas espécies
anteriormente pertencentes ao género Bothrops, este género foi nomeado Bothropoides e
contém 11 espécies: Bothropoides alcatraz, Bothropoides diporus, Bothropoides erytromelas,
Bothropoides insulares, Bothropoides jararaca, Bothropoides lutzi, Bothropoides
marmoratus, Bothropoides mattogrossensis, Bothropoides neuwiedi, Bothropoides pauloensis

e Bothropoides pubescens. Essa nova classificacdo € aceita e fornecida pela Sociedade

Brasileira de Herpetologia (FENWICK et al.,2009).

1.2.1) Bothrops pauloensis

A serpente Bothrops pauloensis conhecida popularmente como jararaca-pintada,
objeto deste estudo, € encontrada em todo territério brasileiro, exceto na Bacia Amazonica,

habita principalmente zonas rurais e periféricas de grandes cidades, preferindo ambientes
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umidos como matas e dreas cultivadas, além de locais onde haja facilidade para proliferacao

de roedores (TICLI, 2006).

O veneno da B. pauloensis contém uma variedade de enzimas que inclui proteinases
com atividades hemorrdgica, metaloproteinase fibrinolitica, fosfolipase A, (FLA;), L-amino
oxidases e uma variedade de peptidios potenciadores da bradicinina que podem contribuir

para as acdes bioldgicas dos venenos. (ABREU et al., 2007).

Figura 1: Bothrops pauloensis (FONTE: Nogueira, 2003)

1.3) Composicao quimica e atividade biologica dos venenos botropicos

Cerca de 90 a 95% do peso seco dos venenos ofidicos tém propriedade protéica e sdao
essas proteinas as responsdveis por quase a totalidade dos efeitos bioldgicos (BON, 1997).
Alguns dos elementos protéicos atuam enzimaticamente, enquanto outros agem como toxinas
diretas, principalmente na desestabilizacdo de membranas celulares, pelos mecanismos mais
variados. Algumas dessas proteinas exibem atividades enzimadticas, incluindo fosfolipase A,
(FLA,) relacionadas a produgdo de derivados do acido aracdonico (SIX e DENNIS, 2000), as
metaloproteinase, responsdveis pela protedlise das membranas basais dos vasos, as trombina
similes, que ativam fatores de coagulacio, transformam o fibrinogénio em fibrina e induzem a

agregacdo plaquetaria (SANTOS et al., 2000) e as L-aminoédcido oxidases (LAAO) que
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induzem ou inibem a agregacdo plaquetdria, além de promover apoptose (DU e

CLEMETSON, 2002).

Em um mesmo veneno sao encontradas uma variedade de FLA2 que podem exercer
uma grande variedade de atividades farmacoldgicas como neurotoxicidade, miotoxicidade,
cardiotoxicidade, hemorragia, hemdlise, efeitos pré-coagulantes e anticoagulantes (BORGES
et al., 2000). Todas sdao dependentes de célcio para atuar e os residuos da al¢ca de ligacdo ao

célcio sdo particularmente conservados(MURAKAMI e ARNI, 2003).

As enzimas FLA, catalizam a hidrdlise de glicerofosfolipidios na posi¢do sn-2 da
cadeia principal do glicerol liberando lisofosfolipidios e dcidos graxos (KOH et al., 2006;
KINI, 2003). Os écidos graxos liberados podem atuar como segundos mensageiros ou podem
estar envolvidos em outras reagdes, como o &acido aracdonico, que € responsavel pela
biossintese de mediadores da resposta inflamatéria como prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos (VARGAS et al., 2010). As FLA; estdo agrupadas em trés familias principais: (I)
citosdlicas (cFLA;); (II) secretérias dependente de Ca*? (sFLA,) e (III) intracelulares ndo
dependentes de Ca*? (iFLA,). Dentre as fosfolipases dos venenos sdao reconhecidas trés tipos
diferentes: as classicas, com 4cido aspartico no carbono 49 (Asp49), as quais apresentam
atividade catalitica e variantes contendo lisina ou serina no carbono 49 (Lys49 e Ser49,
respectivamente), sendo essas duas ultimas enzimaticamente inativas. Independentemente de
possuirem ou ndo atividade enzimética, as FLA, desestabilizam os fosfolipidios das
membranas celulares, permitindo um influxo descontrolado de fons cdlcio e sdédio que
promovem alteracdes intracelulares irreversiveis que culmina com a morte celular

(LOMONTE;ANGULO e CALDERON, 2003).

Outro componente protéico encontrado no veneno bothropico sdo as enzimas L-
aminodcido oxidases (LAAOs). Sao flavoenzimas que catalizam a desaminagdo
estereoespecifica de um substrato L-aminoédcido, a um a-cetodcido correspondente, com a
producdo de peréxido de hidrogénio e amodnia (PAIVA, 2011). O mecanismo de agdo pelo
qual a LAAO exerce seus efeitos ainda € incerto. Vdrios trabalhos descrevem amplos efeitos
bioldgicos e farmacoldgicos, como: indugdo de apoptose (TORII et al.,1997;.DU e
CLEMETSON, 2002; ANDE et al., 2006; NAUMANN et al.,2011), agregacdo plaquetaria
(LI et al., 1994), inducdo de edema (TICLI, 2006), atividade bactericida (CISCOTTO et al.,
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2009; TORRES et al., 2010), leshmanicida (TOYAMA et al., 2006; NAUMANN et al.,
2011).

As metaloproteinases, por sua vez, participam do remodelamento do tecido conectivo
no processo de cicatrizagao das feridas dos seres humanos (MITCHELL, 2005). Nos venenos
das serpentes, além de lesarem as células endoteliais, contribuindo para a hemorragia local e
sist€tmica (RUIZ DE TORRENTE et al., 1999), facilitam a disseminacdo do veneno a partir
do local de inoculacio (ANAI et al., 2002), onde contribuem para a mionecrose, a

dermonecrose, a formacdo de bolhas e a inflamacio (GUTIERREZ et al., 2005).

A especificidade de substratos das metaloproteinases dos venenos das
serpentes(SVMPs) é muito semelhante ao das metaloproteinases da matriz(MMPs),
envolvendo componentes da membrana basal da microvasculatura (TANJONI et al., 2003), a
qual, quando rompida, deixa extravasar sangue, constituindo o mecanismo fisiopatologico da
hemorragia provocada pelas SVMPs (GUTIERREZ et al., 2005). Uma das SVMPs bem
estudada, a jararhagina, isolada do veneno da Bothrops jararaca, é um dos principais
componentes responsaveis pela hemorragia. Além de degradar a matriz extracelular, também
atua em proteinas plasmaticas da coagulagdo importantes para hemostasia (KAMIGUTTI et

al.,1996).

Sem atividade enzimadtica sdo observadas as neurotoxinas de atividade pré e pos
sindpticas que afetam a funcio neuromuscular (HAWGOOD e SANTANA DE SA, 1979), as
cardiotoxinas que atuam na membrana celular do musculo cardiaco e despolarizam de modo
persistente a membrana das células excitdveis acarretando hemdlise (REID,1964) e as
lectinas, que se ligam a glicoproteinas e interfere na formagao do codgulo e na agregacao

plaquetaria (MONTEIRO et al., 2003).

Dentre os componentes sem atividade enzimética hd constituintes organicos € nao
organicos (TU, 1996; MATSUI et al., 2000; RAJENDRA et al., 2004). Os contituintes nao
organicos conhecidos sdo: cdlcio, cobre, ferro, potdssio, magnésio, manganés, sédio, foésforo,
cobalto e zinco (FRIEDERICH e TU, 1971). Alguns estudos sugerem que o calcio, o
manganés e o magnésio sdo importantes para a estabilizacdo de certas proteinas, enquanto
outros, em particular o zinco, cobre, ferro e cobalto possivelmente atuam nos mecanismos
cataliticos de certos componentes enzimdticos como metaloproteases (BJARNASON e FOX,

1994).
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Pesquisas realizadas abordando a distribui¢do das peconhas botrépicas nos 6rgios de
animais envenenados mostram que os rins s@o um importante alvo de acumulacdo do veneno,
possivelmente devido ao seu papel na excre¢dao de proteinas ofidicas. A acumulagdo do
veneno no tecido renal pode causar danos morfoldgicos e funcionais que poderia interferir na

elimina¢do do veneno (MELLO et al.,2010).

Diversas alteracdes renais ja foram descritas como decorréncia de envenenamento
ofidico, dentre elas: glomerulonefrite, arterite e necrose tubular, glomerulite e nefrite
intersticial, necrose cortical e insuficiéncia renal (SITPRIJA, 2006). Foram descritas ainda:

hematuria, mioglobindria, hemoglobintria e proteindria (SANO-MARTINS et al.,2001).

A insuficiéncia renal aguda (IRA) é a principal causa de morte por acidentes com
venenos ofidicos, ocorrendo secundariamente aos processos anteriormente descritos (AIRD,
2002; RIBEIRO et al., 1998), mesmo apds o tratamento com soro antiofidico (SITPRIJA e
CHAIYABUT, 1999).

A patogénese da IRA nido estd ainda completamente elucidada. No entanto, sabe-se
que as lesOes renais podem ser produzidas pela acdo isolada ou combinada de diferentes
mecanismos isquémicos e/ou nefrotoxicos desencadeados pelas atividades bioldgicas dos
venenos no organismo (PINHO et al., 2000; GRISOTTO et al., 2006; DE SOUZA et al.,
2008).

Os venenos ofidicos causam a nivel glomerular uma proliferacio do endotélio e
células mesangiais, com deposicao de fibrina e crescimento epitelial ocasional, sem provocar
alteracdes na membrana basal. Trés teorias foram propostas para explicar a patogénese da
lesdo glomerular: a presenga de um componente irritante, a deposi¢ao de fibrina decorrente do
processo de coagulacdo intravascular ou uma reagio imunolégica (CRUZ-HOFLING et al.,
2001).

No modelo de perfusao de rim isolado foi demonstrado por Pirotzky et al.(1984), que
o rim é capaz de produzir serotonina, histamina e PAF. Embora muitos desses fatores nao
estejam envolvidos diretamente no sistema de perfusdo de rim, as células renais, sob efeito do
veneno, podem liberar prostaglandinas, citocinas, bradicinina, fracio de complemento e fator

de agregacao plaquetdria (BARRAVIERA; LOMONTE e TARKOWISKI, 1995).

Em estudos prévios, realizados por Martins et al., 2005; Evangelista et al., 2010;

Sousa, 2010; Monteiro, 1990; Havt et al., 2001; 2005; Barbosa et al., 2002; Braga, 2006;
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Morais, 2011; Nordes, 2009, foi demonstrado que os venenos de diferentes Bothrops alteram
os parametros de fun¢do renal em sistema de rim isolado (B. erytromelas, B. marajoensis, B.
lutzi, B. jararaca, B. jararacussu, B. pirajai, B. moojeni, B. insularis, B. leucurus, B. atrox,

respectivamente).

1.4) Importancia do estudo de venenos e toxinas

As pesquisas com venenos vém atingindo grande progresso, tanto pela descoberta do
seu emprego como ferramentas farmacoldgicas, como pelo potencial terapéutico ou até
mesmo pela busca de terapias alternativas ao tratamento convencional. No quadro 1 pode-se

destacar alguns medicamentos desenvolvidos a partir de venenos de animais.

Quadro 1- Alguns exemplos de medicamentos desenvolvidos a partir de venenos
animais

Farmaco Uso terapéutico Fonte

Eptifibatide (Integrilin ®) | Anticoagulante Serpente Sisturus miliarus
barbouri

Echistatin Anticoagulante Serpente Echis carinatus

Captopril Antihipertensivo Serpente Bothrops
jararaca

Ranatensin Antihipertensivo Sapo do Género Rana

Ancrod (Viperinex ) Anticoagulante para Serpente Calloselasma

Acidente vascular cerebral | rhodostoma
isquémico agudo

Ziconotida (Prialt ®) Tratamento da dor cronica | Molusco marinho Conus
magus

Exenatida Diabetes Melitus tipo 2 Réptil Heloderma
suspectus

Quadro 1 : Adaptado de Beeton, Gutman e Chandy (2006).
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19

2. JUSTIFICATIVA

A elucidagdo dos mecanismos envolvidos em efeitos locais e/ou sist€émicos, como a
Insuficiéncia Renal Aguda(IRA) que permita a interferéncia em alguns pontos de suas vias de
sinalizagdo de respostas com vistas a interrupcdo da sequencia de eventos

celulares/moleculares que poderiam culminar em lesao.

Em virtude da auséncia de estudos com veneno da serpente Bothrops pauloensis em
sistema de perfusdo renal, pdde-se especular mecanismos de agdo sobre os parametros
funcionais renais através da comparagdo entre os resultados encontrados no presente trabalho,
os achados dos efeitos renais de veneno de outras espécies, estudados por pesquisadores do

grupo (LAFAVET) e informacdes presentes na literatura cientifica.
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3. OBJETIVOS

3.1) Objetivo Geral

Avaliar os efeitos renais do veneno de Bothrops pauloensis em sistema de rim isolado
de rato e células MDCK, visando obter resultados que possam subsidiar a elucidacdo de seus
mecanismos de agdo fisiopatolégicos, bem como buscar a descoberta de ferramentas

farmacoldgicas e/ou substancias de valor terapéutico.
3.2) Objetivos especificos

= Estudar os efeitos induzidos pelo veneno bruto de Bothrops pauloensis em rim isolado
de rato;
= Estudar os efeitos renais do veneno total de Bothrops pauloensis em cultura de células

tubulares renais (Madin-Darby Canine Kidney - MDCK).
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4. Materiais e Métodos

4.1) Obtencao do veneno

O veneno da serpente Bothrops pauloensis foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Marcos Hikari Toyama da Universidade do Estado de Sdao Paulo (UNESP), Campus do

Litoral Paulista, Unidade de Sdo Vicente.

4.2) Ensaios biolégicos
4.2.1) Perfusao de 6rgao isolado
4.2.2) Animais de experimentacio:

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 250 e 300g, obtidos do Biotério
Central do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceard. Os
animais foram acondicionados em caixas de polipropileno, climatizados entre 22 + 0,5°C,
luminosidade (12 horas de ciclo claro/escuro), umidade e circulacio de ar controlados,
recebendo racio padrao (Biotec®) e dgua “ad libitum”. Os mesmos foram mantidos em jejum
cerca de 8 a 12 horas antes dos experimentos de perfusdo renal apenas com dgua “‘ad

libitum”.

4.2.3) Sistema utilizado

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da fun¢do renal levou
inimeros pesquisadores a desenvolverem a técnica de perfusdo de rim isolado. O nosso
sistema consiste na perfusdo de rim isolado com recirculacdo (Fonteles et al., 1983) com dois
subsistemas, um in situ e outro em circuito fechado, para perfusao in vitro, mantidos ambos a
mesma temperatura de 37 °C (Figura 2 e 3). Este sistema apresenta a vantagem da
manutencdo constante de parametros funcionais renais com utilizagcdo de albumina na solu¢do
perfusora, em menor volume, mantendo constantes as substancias dialisdveis com oxigenagao

adaptada ao proprio sistema.
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Figura 2: Foto do sistema de perfusdo de rim isolado.

Fonte: LAFAVET — UFC
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Figura 3: Desenho esquemadtico do sistema de perfusdo de rim isolado.

Fonte: LAFAVET — UFC
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Calibracao do sistema

O sistema foi calibrado sempre antes do inicio dos experimentos com uma solucio de
cloreto de sédio a 0,9% mantida a 37°C. Foi avaliado em cada uma das bombas (1,2,3,4¢ 5) a
pressdo de perfusdao (PP) em mmHg, o fluxo urindrio (L/min) e o volume de urina coletado
em um minuto (mL/min). Para uma melhor adaptacdo do sistema as unidades, a coleta de
dados foi realizada em intervalos de 2 minutos. As figuras 4, 5 e 6 mostram que o sistema

manteve-se constante em todos 0s grupos experimentais.

100 -
80 4
60

40 -

PP (mmHa)

20

-20 -

Figura 4: Valores de pressao de perfusao (PP) registrados durante a calibrag¢do do sistema (n = 6).
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Figura 5: Valores registrados pelo fluxometro (L/min) durante a calibracdo do sistema (n=6).
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Figura 6: Valores de volume urindrio (mL/min) registrados durante a calibracdo do sistema (n = 6).
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4.2.4) Solucao perfusora

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada (FONTELES, 1998), concentrada 20 vezes,
continha NaCl = 138g; KCl = 7g; NaH,PO4.H,0 = 3,2g; MgS0,4.7H,0 = 5,8g e Ureia = 10g.
Quarenta e oito horas antes dos experimentos, 100 mL desta solu¢do foram separados e
acrescidos de NaHCO; = 4,2g; CaCl,.2H,0 = 0,74g; glicose = 2g e penicilina G potdssica
cristalina = 0,05g. Em seguida, o volume foi completado para 2000 mL com 4gua bidestilada.
Foram retirados 300 mL desta solu¢do, volume ao qual se adicionou albumina bovina (6g%).
Esta solucao final foi dializada com a albumina, auxiliada por um homogeneizador. A didlise

teve como objetivo retirar substincias contaminantes como piruvatos, citratos e lactatos

(COHEN, KOOK e LITTLE, 1977; ROSS, 1978).

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada para didlise foi trocada com 24 horas. No
final, ap6s 48 horas de didlise, a solucdo perfusora foi acrescida com 0,15g de inulina. O pH

da solugdo perfusora foi ainda ajustado entre os valores de 7,3 a 7,4.

Protocolo experimental

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico na dose de 50mg/Kg de peso
corporal. As cirurgias foram realizadas segundo o método descrito por Balhlamann, Giebisch
e Ochwadt (1967), Ross (1978) e Fonteles et al. (1983). Inicialmente, a veia femoral foi
isolada e manitol (100mg/mL — 3 mL) foi administrado a fim de facilitar a visualizacdo e a

fixacdo da canula ao ureter.

Ap6s assepsia da parede abdominal, procedeu-se uma incisdo mediana e duas incisdes
perpendiculares a linha alba para uma melhor observagdo das estruturas anatomicas. Com
uma lupa o ureter foi identificado, dissecado e canulado com um tubo de polietileno PE-30

(figura7 A e B).
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Figura 7: Identificacdo e dessecacdo do ureter (A) e ureter canulado (B).

A artéria renal foi isolada (figura 8A) e canulada (figura 8 B) através da artéria
mesentérica superior. Durante o procedimento cirdrgico, uma parte da solucdo ja oxigenada
(40 mL) foi desviada para o sistema de perfusdo in situ, para perfundir o rim ainda in vivo,
evitando qualquer isquemia ao 6rgdo. Finalmente, o rim foi transportado para o sistema de

perfusdo in vitro, sem a interrup¢ao do fluxo (figura 9).

Figura 8: Etapas finais do procedimento cirtirgico para exérese renal. A: visualizacdo da

artéria renal; B: canulagdo da artéria renal pela artéria mesentérica.
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Figura 9: Fotografia do rim de rato isolado no sistema de perfusao

Os experimentos foram iniciados apds a estabilizacdo e adaptacdo do 6rgdo as novas
condi¢des. Os 30 min iniciais foram utilizados como controle interno. A cada cinco minutos
foram registrados a pressdo de perfusdo e o fluxo de perfusio em mandmetro e fluxdmetro,
respectivamente, em um periodo total de 120 min. Amostras do perfusato e da urina foram
coletadas a cada dez minutos e depois congeladas a -20 °C para posterior dosagem de sédio,
potassio, cloreto, inulina e osmolaridade, importantes na determinacdo dos seguintes
parametros de func¢do renal: resisténcia vascular renal (RVR), ritmo de filtracdo glomerular
(RFG), fluxo urinério (FU) e transporte tubular de sédio (%TNa"), potdssio (%TK") e cloreto
(%TCY).

4.2.5) Analises bioquimicas

Nas amostras de urina e perfusato foram realizadas dosagens de sddio, potdssio e
cloreto utilizando aparelho de fons eletrodos seletivos (RapidChem 744 — Bayer®

diagnostica).

A inulina do perfusato e da urina foi determinada por hidrdlise direta, conforme
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Walser, Davidson e Orloff (1955) e Fonteles et al. (1983) com modifica¢des que reduziram as

quantidades de amostras e reagentes utilizados. Para tanto, foram realizadas leituras

fotométricas em espectrofotdmetro e a osmolaridade determinada através de osmdmetro

(Vapor pressure osmometer — modelo 5520 ESCOR).

4.2.6) Determinacao dos parametros funcionais renais

O quadro 2 apresenta as formulas utilizadas para determinacdo de parametros

funcionais renais (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978; FONTELES, 1980).

Parametros renais

1. PP (mmHg)- Pressdo de Perfusao

2. FU (mL.g'1 . min”’ ) — Fluxo Urinério

3. RFG (mL .g"'. min" ) — Ritmo de Filtracdo
Glomerular

4. FPR (mL .g". min" ) — Fluxo de perfusio
renal

5. RVR (mmHg/mL .g"'. min") — Resisténcia

vascular renal.

6.

7.

10.

11.

12.

FNa* (uEq.g” . min™" ) — Sédio filtrado
ENa* (uEq.g"' . min™ ) — Sédio excretado
TNa* (uEq.g”"' . min") - Sédio transportado
%TNa" - Percentual de s6dio transportado
FKa" (uEq.g"' . min" ) — Potissio filtrado
EK" (uEq.g"' . min" ) — Potassio excretado

TK* (uEq.g” . min™ ) — Potdssio transportado

Formula

Leitura em mandmetro

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

RFG = (DOUin / DOPin x FU) sendo DOUin|
= densidade 6tica da inulina na urina e DOPin|
= densidade 6tica da inulina no perfusato.

Registrado a cada 10 min/peso do

rim/intervalo de tempo

RVR =PP (mmHg) / FPR

FNa' = RFG x PNa"

ENa" = FU x UNa"
TNa*=FNa" - ENa"
%TNa" = TNa" x 100/ FNa*
FKa' = RFG x PKa"

EK" =FU x UKa"

TK"=FK" - EK*
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13.

14.

15.

16.

17.

%TK" - Percentual de potdssio transportado % TK" = TK" x 100/ FK*
TCI (;,lEq.g'1 .min" ) — Cloreto transportado TCI" = FCI" - ECI

%TCI" - Percentual de cloreto transportado % TCI" = TCI" x 100/ FCI’
FCI' (uEq.g”' . min" ) — Cloreto filtrado FCI' = RFG x PCI

ECI' (uEq.g" . min"" ) — Cloreto excretado ~ ECI' = FU x UCI

Quadro 2 : Férmulas utilizadas para determinacdo dos parametros renais.

4.2.7) Analise histopatolégica

Ao final de cada experimento foi retirado um fragmento longitudinal do rim direito
(perfundido) e do rim esquerdo (controle), os quais foram armazenados em formol 10% para
posterior exame histoldgico. Os fragmentos foram submetidos a desidratacdo, diafanizacdo e
em seguida, cortados em uma espessura de Sum. Foram realizadas coloragoes de

hematoxilina-eosina (HE) e as ldminas analisadas através de um microscépio de luz (Nikon).

4.2.8) Grupos experimentais

O estudo do veneno da serpente Bothrops pauloensis sobre a func@o renal foi iniciado
ap6s um periodo de controle interno de 30 minutos e as observacOes foram feitas durante os
90 minutos seguintes.

e Grupo controle: rins perfundidos somente com solu¢do de Krebs-Henseleit modificada

(n=6);
e Grupo tratado com o veneno da serpente Bothrops pauloensis na concentracdo de

10pg/mL (n = 6).
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Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo dos cinco experimentos.
Diferencas entre os grupos foram comparadas utilizado teste ¢ de Student ou Andlise de

Variancia (ANOVA) com significincia de 5%.

4.3) Ensaios com cultura de células
4.3.1) Linhagem celular

As células utilizadas foram células tubulares epitelias renais MDCK (Madin-Darby Kanine

Kidney) obtidas no departamento de Bioquimica da Universidade de Sao Paulo- USP.

4.3.2) Cultivo das células MDCK

As células MDCK foram cultivadas em frascos plasticos, com meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de penicilina (10.000 Ul/mL) e
estreptomicina (10 mg/mL). As células foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5%

de CO,, seguido da observacdo do crescimento celular com ajuda de microscopio de inversao a

cada 24 horas (BUTLER e DAWSON, 1992).
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Figura 10: Esquema simplificado das etapas do cultivo e tratamento das células MDCK.
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4.3.3) Estudo da atividade citotoxica in vitro
Ensaio com MTT

O ensaio consiste em uma anélise colorimétrica que mede indiretamente a citotoxidade
(MOSMANN, 1983). O MTT 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H brometo é um sal de
tetrazolio soldvel em dgua, o qual € convertido em cristais de formazan de cor ptrpura,
insoldveis em &dgua, apds clivagem do anel de tetrazélio por desidrogenases mitocondriais e
outras enzimas lisossomiais. Na verdade, o MTT ndo interage diretamente com as
desidrogenases e sim com seus subprodutos, NADH e NADPH. Os cristais de formazan sdo
solubilizados, formando um produto colorido cuja medicao da densidade Optica € feita em
espectrofotometro a 570 nm de absorbancia. A intensidade da colora¢do do produto formado é
diretamente proporcional ao nimero de células vidveis presentes na amostra, confirmando a

capacidade redutora do sistema sobre o MTT (HEINRICH et al., 2005).

Incuba 17 hrs Lo cesn g

0]
s
i

Retira o sobrenadante Adiciona o MTT

—

Lé-se spectrofotometro a 570 nm

Figura 11: Esquema simplificado das etapas do ensaio de viabilidade e proliferacdo celular.
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Protocolo experimental

As células MDCK foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640 sem SBF por 24
horas para sincronizd-las entre as fases Go e G ;| do ciclo celular. Em seguida, foram
deslocadas das garrafas de cultura por meio da exposicdo a tripsina-EDTA (0,25/0,02% v/v)
por aproximadamente 10 min em estufa de CO, a 37°C, suspensas em meio de cultura e
centrifugadas por 5 min a 4000 rpm. Apds ressuspensdo e quantificacdo em camara de
Neubauer, as células MDCK foram plaqueadas a 1x105 céls/mL em placas de 96 pocos.
Decorridas 24 horas do plaqueamento, foram adicionadas aos pogos diferentes concentracdes
do veneno da serpente Bothrops pauloensis (100; 50; 25; 12,5; 6,25¢e 3,12 pg/mL). Apos 24
horas do tratamento com a substincia-teste, foi removido 100uL do sobrenadante do meio de
cultura e adicionou-se 10uL da solugdo do sal de tetrazolium (MTT; 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-
2,5-difenil brometo de tetrazolina; Sigma) dissolvido em PBS. Apoés incubacdo por 4 horas
em estufa com 5% de CO, a 37°C, adicionou-se 90uL da solu¢do de dodecil sulfato de sédio
10% (SDS) dissolvido em HCI 0,01N para solubilizar os cristais de formazan formados. As
placas foram mantidas em estufa com 5% de CO, a 37°C e apds 17 horas foi realizada a

leitura em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 570nm .

Controle negativo correspondeu como 100% de sobrevivéncia das células MDCK
tratadas apenas com o veiculo de diluicio da substancia teste e a viabilidade celular foi
determinada por comparagdo entre os percentuais médios de células vivas neste grupo e nos

demais grupos tratados com a substancia-teste (MOSMANN, 1983).

Analise estatistica

Os dados foram expressos como percentagem de viabilidade celular versus
concentragdo do veneno. Foi determinada a Clsp (concentragdo inibitéria média capaz de
provocar 50% do efeito maximo), a partir de uma curva de regressdao nao-linear utilizando o
programa GhaphPad Prism, versdo 5.01. Os dados foram comparados por andlise de variincia
ANOVA seguida do teste de Dunnett. A probabilidade de p<0,05 foi considerada

significativamente diferente.
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4.4) Aspectos éticos

A metodologia desenvolvida no presente trabalho foi submetida e aprovada pelo Comité

de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara (protocolo 79/08).
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RESULTADOS
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S. RESULTADOS

5.1) Perfusao de rim isolado

O veneno da serpente Bothrops pauloensis foi administrado ao sistema de perfusao de
rim isolado 30 minutos apds o inicio dos experimentos. Os 30 minutos iniciais foram
considerados como controle interno de cada experimento. Os grupos tratados foram
comparados a um grupo controle, onde os rins foram perfundidos apenas com a solugdo de

Krebs-Henseleit.

Ap6s aplicacdo do veneno da Bothrops pauloensis na dose de 10 pug/mL foram
observadas intensas alteracdes na fisiologia renal. Com relagdo aos parametros vasculares,
verificamos queda na pressao de perfusiao (PP) e da resisténcia vascular renal (RVR) aos 90 e
120 minutos (Tabela 1; Figuras 12 e 13, respectivamente). O fluxo urindrio (FU) aumentou
aos 120 minutos e o ritmo de filtracdo glomerular (RFG) apresentou uma reducio transitoria,
diminuindo aos 60 minutos (Tabela 2, Figuras 14 e 15, respectivamente). O percentual de
transporte tubular de s6dio (%TNA), cloreto(%TCl) e potdssio(%TK) diminuiram aos 60, 90

e 120 minutos (Tabela 3, Figuras 16, 17 e 18, respectivamente).

Tabela 1: Pardmetros vasculares da perfusdo de rim isolado de ratos na presenca do veneno da

Bothrops pauloensis (10pg/mL).

PP (mmHg) RVR (mmHg.mL/g/min.)
Tempo Controle VBp Controle VBp
30 110.10 +3.68  96.23+ 4.44 5.94+ 0.38 4.72+ 0.60
60 108.27+ 4.88 80.45+9.05 5.75+ 0.44 4.07+0.69
90 108.69 + 5.08 60.28+7.94™ 5.79+ 0.50 3.06+ 0.55™*

120 110.28 + 3.69 58.81+9.54"* 5.75+ 0.40 3.16+0.68""
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Os dados sdao expressos em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA e teste t de Student, considerando p<0,05*(controle interno) e p<0,05#(controle
externo).
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Figura 12: Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothrops pauloensis na pressao de
perfusdo em rim isolado de rato, na concentragdo de 10pug/mL. Os dados sdo expressos em
(média + E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA e teste t de Student,
considerando p<0,05* (controle interno) e p<0,05# (controle externo).
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Figura 13: Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothrops pauloensis (10pug/mL) na
resisténcia vascular renal (RVR). Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). Andlise
estatistica foi realizada pelo teste ANOVA e teste t de Student, considerando p<0,05*
(controle interno) e p<0,05#(controle externo).
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Tabela 2: Parametros funcionais da perfusdo de rim isolado de ratos na presenga do veneno

da Bothrops pauloensis (10pg/mL).

FU (mL.g".min") RFG (mL.g " .min")
Tempo Controle VBp Controle VBp
30 0.13 + 0,00 0.14+ 0,01 0.70 + 0,07 0.57 +0,05
60 0.15+ 0,01 0.13+ 0,01 0.70 + 0,05 0.32 +0,04"
90 0.16+ 0,02 0.18+ 0,03 0.63 + 0,05 0.41 +0,09
120 0.16+ 0,02 0.34+0,05" 0.69 + 0,08 0.98 +0,24

Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA e teste t de Student, considerando p<0,05*( controle interno) e p<0,05#(controle
externo).
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Figura 14: Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothrops pauloensis (10pg/mL) no
fluxo urindrio (FU). Os dados sdo expressos em (média £ E.P.M.). Andlise estatistica foi
realizada pelo teste ANOVA e teste t de Student, considerando p<0,05*.
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Figura 15: Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothrops pauloensis (10pg/mL) no
ritmo de filtracdo glomerular (RFG). Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). Andlise

estatistica foi realizada pelo teste ANOVA e teste t de Student, considerando p<0,05*(

Tabela 3: Parametros eletroliticos relativos ao transporte de sddio, cloreto e potdssio da

perfusdo de rim isolado de ratos na presenca do veneno da Bothrops pauloensis (10pg/mL).

% TNa* % TCI % TK*
Tempo Controle VBp Controle VBp Controle VBp
30 81.94 + 1.24 80.48+ 1.51 80.90 + 0.34 79.54+ 1.47 69.13+ 1.47 65.09+ 3.71
60 81.11+ 1.25 64.48+2.63" 82.25+ 1.08 63.46+2.58" 69.03+ 1.47 50.17+ 3.83"
90 79.26 + 0.90 55.56+4.70" 80.65+ 0.89 5531+ 4.70" 71.84+ 1.47 50.51+4.72"
120 79.76+ 0.56 62.32+2.98" 79.53+ 0.80 62.33 +2.98" 69.94+ 1.47 57.55+2.98"
estatistica foi realizada pelo teste

Os dados sdo expressos em (média + E.P.M.). Andlise

ANOVA e teste t de Student, considerando p<0,05%.
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Figura 16: Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothrops pauloensis (10pg/mL) no
percentual de transporte tubular total de sédio (%TNA™). Os dados sdo expressos em (média +
E.P.M.). Anilise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA e teste t de Student, considerando

p<0,05*.
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Figura 17: Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothrops pauoensis (10pg/mL) no
percentual de transporte tubular total de cloreto (%TCI'). Os dados sdo expressos em (média +
E.P.M.). Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA e teste t de Student, considerando

p<0,05*.
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Figura 18: Efeitos promovidos pelo veneno da serpente Bothrops pauloensis (10pg/mL) no
percentual de transporte tubular total de potdssio (%TK"). Os dados sdo expressos em (média +
E.P.M.). Anilise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA e teste t de Student, considerando
p<0,05%*.

5.2 Anadlise histolégica dos rins perfundidos com o veneno da serpente Bothrops
pauloensis.

A Figura 19 mostra um corte histoldgico de rim perfundido somente com solugdo de
Krebs-Hanseleit mostrando que n@o ha alteracdes provocadas pelo veiculo. As laminas
analisadas demonstraram que glomérulos, tibulos, vasos e intersticios normais. Os rins
esquerdos serviram como grupo controle ndo apresentando também qualquer alteragdo em

glomérulos, tdbulos, vasos e intersticio.
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Figura 19: Corte histopatoldgico de rim perfundido somente com solugdo de Krebs-Hanseleit

modificada por 120 min (n=6, colora¢ao de hematoxilina-eosina, aumento 100X).

Figura 20: Corte histolégico de rim esquerdo ndo perfundido. Em A) Glomérulo e em B)

Tubulos renais (n=6, colora¢do de hematoxilina-eosina, aumento 400X).
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Na anélise histolégica dos rins perfundidos com o veneno de B. pauloensis na dose de
10pg/mL, observamos deposicdo proteindcea no espaco glomerular e tubular (setas) (Figura
21).Presenca de nucleos tubulares picnéticos(Figura 22). Intersticios e vasos normais (Figura

22).

Figura 21: Corte histolégico de rim perfundido com veneno total de Bothrops pauloensis na
dose de 10pug/mL (n=6, coloracdo de hematoxilina-eosina, aumento 400X). Observou-se
deposicido de moderado material proteindceo no espaco glomerular (A) e tubular (B), além de

vacuolizagdo das células tubulares (C).
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Figura 22. Corte histolégico de rim perfundido com veneno total de Bothrops pauloensis na
dose de 10ug/mL (n=6, coloracido de hematoxilina-eosina, aumento 400X). Evidenciou-se a

presenca de nucleos tubulares picnéticos (setas).

5.3)Avaliacao da atividade do veneno da serpente Bothrops pauloensis sobre células
MDCK.

5.3.1 Ensaio de viabilidade celular.

A citotoxidade do veneno da Bothrops pauloensis (vBp) foi avaliado em células
tubulares renais (MDCK) apds 24 horas de exposicao a diferentes concentragdes do veneno
(1005 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 pg/mL) . No ensaio com o MTT, o qual detecta viabilidade
celular com base no metabolismo oxidativo, foi possivel observar que o veneno reduziu
significativamente a viabilidade das células MDCK em todas as concentragdes testadas quando
comparadas ao controle, apresentando citotoxicidade até 3,12 pg/mL (CI50=4,18ug/mL). A
figura 23 representa a percentagem de viabilidade celular em relagdo ao controle, cuja

absorbancia foi considerada 100%.
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Figura 23: Efeito do Veneno Bruto de Bothrops pauloensis em diferentes concentragdes sobre
as células MDCK. Os dados sdo expressos por média + EPM da absorbancia e representam o
percentual de células vidveis. Considerando p<0,05*.



47

DISCUSSAO



48

6. DISCUSSAO

A insuficiéncia renal aguda é a complicacdo sistémica mais severa apds um acidente
botrépico. Além de bastante grave, pode levar o paciente a 6bito (BOER-LIMA et al., 2002).
Outra complicacdo comum que tem sido bastante reportada em acidentes ofidicos por
serpentes deste género € a hipotensdo, um efeito sist€mico capaz de produzir um estado de
perfusdo insuficiente para varios 6rgaos (ABUELO, 1995).

No sistema de perfusdo renal na concentragdo de 10ug/mL o vBp causou diminuicdo
da pressdo de perfusdo (PP) e resisténcia vascular renal (RVR) aos 90 e 120 minutos e do
ritmo de filtracdo glomerular (RFG) aos 60 minutos. Ocorreu um acréscimo significativo no
fluxo urindrio (FU) aos 120 minutos. O percentual total do transporte de sédio (%TNa),
cloreto (% TCl) e potédssio(%TK) diminuiram aos 60, 90 e 120 minutos.

Como se pode observar no Quadro 2 os efeitos de venenos de serpentes botrdpicas e
/ou fragdes purificadas em modelo de rim isolado mostra que, apesar de serem estudados
venenos de um mesmo género, existem diferencas nas alteracdes dos parametros funcionais
renais quanto a significancia e tempo que ocorrem.

Ainda de acordo com o Quadro 2, resultados semelhantes as altera¢des dos parametros
funcionais renais do nosso estudo sdo encontrados no trabalho realizado por Martins et al.
(2005), avaliando os efeitos renais do veneno total de Bothrops erythomelas . De maneira
geral os demais estudos ndo mostram aumento do fluxo urinario como encontrado com o vBp.

Por estes resultados, reforcam as afirmacgdes de que os efeitos biologicos dos venenos
variam de acordo com diversos fatores, dentre eles a concentracio da pegonha em
determinado tecido, que pode ser correlacionada a quantidade de veneno inoculado no
individuo, gerando uma série de sinais e sintomas bastante diversificado e as vezes
contraditorios (QUEIROZ et al., 2008).

Essas variacoes de atividade podem ser explicadas, ainda, pela diferenca de
concentracdo de determinados componentes que atuam em sinergismo. Em concentracdes
maiores, alguns componentes do veneno podem aumentar ou inibir a agdo de outros,
promovendo efeitos extremamente contraditérios ou opostos (MARQUES-PORTO et al.,

2008).
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Quadro 2: Estudos com veneno total de espécies do género Bothrops em perfusido de Rim

isolado.
Espécie PP RVR FU RFG %TNa" % TCI % TK Referéncia
botropica
B.erythromelas | Reducdo | Reducdo | Aumento | Redugdo aos Reducgao Dados Reducdo (MARTINS
aos 90 e aos 90 e aos 90 e 60 minutos. aos 60, 90 nao a0s 90 et al., 2005).
120 120 120 Aumento e 120 apresenta | minutos.
minutos. | minutos. | minutos. aos 120 minutos. dos.
minutos.
B. marajoensis Reducdo | Reducdo | Reducdo | Reducgdo aos Redugdo Dados Nao (EVANGELI
aos 60, aos 60, aos 60 e 60 ¢e 90 aos 90 e nao alterou. STA et al.,
90e 120 | 90e 120 90 minutos. 120 apresenta 2010).
minutos. | minutos. | minutos. minutos. dos.
B.lutzi Reducdo | Reducdo | Reducdo Aumento Redugdo Redugdo Redugdo (SOUSA,
aos 60 e aos 60, aos 60 aos 120 aos 90 e aos 90 e aos 90 e 2010).
90 90 e 120 | minutos. minutos. 120 120 120
minuto. minutos. | Aumento minutos. minutos. minutos.
Aumento aos 90 e
aos 120 120
minutos. minutos.
B. jararaca Reducdo | Reducdo | Reducdo | Reducdo dos | Reducio Dados Reducdo (MONTEIR
dos 60 dos 60 dos 60 60 aos 100 dos 60 aos nao dos 60 aos 0O, 1990).
aos 100 aos 100 aos 100 minutos. 100 apresenta 100
minutos. | minutos. | minutos. minutos. dos. minutos.
B. jararacussu Reducdo | Reducdo | Aumenta | Aumenta aos | Reducio Dados Reducdo (HAVT et
aos 90 e aos 90 e aos 120 120 minutos. | aos 60, 90 nao aos 60, 90 al., 2001).
120 120 minutos. e 120 apresenta e 120
minutos. | minutos. minutos. dos. minutos.
B. pirajai Reducdo | Reducdo | Reducdo | Redugdo aos Redugao Redugao Reducdo (HAVT et
aos 90 e aos 90 e aos 90 e 90¢e 120 aos 90 e aos 60, aos 90 e al., 2005).
120 120 120 minutos. 120 90 e 120 120
minutos. | minutos. | minutos. minutos. minutos. minutos.
B. moojeni Reducdo | Reducdo | Reducdo | Reducdo aos Reducdo Reducdo Reducdo (BARBOSA
aos 90 e aos 90 e aos 60 60 minutos. aos 90 e aos 90 e aos 90 e et al., 2002).
120 120 minutos. | Aumenta aos 120 120 120
minutos. | minutos. | Aumenta | 120 minutos. minutos. minutos. minutos.
aos 120
minutos.
B. insularis Reducdo | Reducdo | Reducdo | Reducdo aos Reducdo Nao Reducdo (BRAGA,
aos 60, aos 60, aos 60, 60,90 e 120 | aos 60, 90 alterou. aos 60, 90 2006)
90e 120 | 90e 120 | 90¢e 120 minutos. e 120 e 120
minutos. | minutos. | minutos. minutos. minutos.
B. leucurus Reducdo | Reducdo | Reducdo | Reducgdo aos | Reducdo Reducdo | Nao (MORAIS,
aos 90 e aos 120 aos 60 e 60¢e 90 aos 90 aos 60 e alterou. 2011).
120 minutos. | 90 minutos minutos 90
minutos. minutos minutos
B. atrox Reducdo | Reducdo | Reducdo | Aumento Reducio Reducdo | Nio (NOROES,
aos 60 e aos 90 aos 60 aos 120 aos 120 aos 120 alterou. 2009).
90 minutos. | minutos. | minutos. mintuos. mintuos.
minutos. Aumento
aos 120

minutos.
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Os venenos botrépicos apresentam vdarios peptideos que intensificam a resposta a
bradicinina, esses peptideos ja foram isolados do veneno de Bothrops jararaca, Bothrops
neuwidi e Bothrops jararacussu (FERREIRA et al 1970, 1992, 1998). A bradicinina participa
fisiologicamente da regulacdo da pressdo sanguinea e da funcao renal. Trata-se de uma
pontente substincia vasodilatadora que atua através da ativacdo de receptores B2, estimulando
a liberacdo de NO, prostaciclinas e fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)
(MOUREAU et al., 2005). Guimaraes et al.,1986 demonstraram que a bradicinina diminuiu a
resisténcia vascular renal em rim isolado de rato.

O cortex renal normal produz grande quantidade de PGE2 e PGI2 e pouca quantidade
de TXA2. PGE2 e PGI2 tém acdo vasodilatadora no rim. Estes prostanéides seriam
responsaveis por influenciar o fluxo sanguineo renal, ritmo de filtracdo glomerular e liberagcdo
de renina (OSBORN et al., 1984). Infusdes intrarenal de prostaglandinas aumentaram o fluxo
sanguineo renal e produziram efeito natriurético, inibindo a reabsorcdo tubular de sédio e na
alca ascendente de Henle reduziram o transporte tubular de cloro (SIMMONS et al., 2004).

Em relacao ao supracitado, os peptideos potenciadores da bradicinina, juntamente com
a liberacdo dos mediadores inflamatdrios com acgdo vasodilatadora, poderiam estar
envolvidos na reducdo da pressao de perfusiao observados nesse estudo.

Os efeitos renais no envenenamento ofidico podem ser decorrentes de coagulacio
intravascular disseminada, acdo nefrotoxica direta pela atividade proteolitica do veneno ou a
espasmos dos vasos sangiiineos decorrentes da liberagdo de substincias vasoativas
(CHAIYABUTR; SITPRIJA, 1999; CALGAROTTO et al., 2008). Varios autores concordam
que a acao proteolitica dos venenos botrépicos tem um importante papel citotéxico em varios
tipos celulares (DAMICO, 2007; GUTIERREZ e LOMONTE, 1995), induzindo liberacdo de
uma série de mediadores inflamatdrios com propriedades vasoativas (CHAVES et al., 2005).
Ja foi demonstrado que o veneno de Bothrops pauloensis apresenta uma intensa atividade
proteolitica (OLIVEIRA et al., 2009), podendo desta forma, provocar efeitos deletérios no
epitélio tubular renal. Isso poderia também ocasionar a perda da funcido de transporte das
células epiteliais renais, diminuindo dessa forma o transporte de eletrdlitos como sédio e
cloreto observados nesse estudo.

Em relacdo as alteragdes histoldgicas dos rins perfundidos com o veneno de B.

pauloensis na dose de 10ug/mL, observamos deposi¢do proteindcea no espaco glomerular e
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tubular, vacuolizacdo das células tubulares, presenca de nicleos tubulares picnoéticos,
intersticios e vasos normais, com alteracdo na arquitetura renal

De acordo com Vieira (2001), apds a lesdo renal inicial, o rim desenvolve uma
resposta molecular que determinaré o destino da célula. Pelo menos, quatro destinos celulares
sdo identificados na IRA: as células podem apresentar necrose; morrer por apoptose; podem
se dividir ou comportam-se de modo indiferente ao estresse.

A necrose tubular aguda tem sido relatada como a lesdo mais frequentemente
encontrada em cortes histoldgicos renais apds acidente ofidico envolvendo serpentes do
género Bothrops (BURDMANN, VIEIRA JR e VIDAL, 2003). No entanto, ainda ndo foi
elucidado o mecanismo de morte celular renal promovido por um envenenamento botrépico.

Estudos com veneno bruto de Bothrops insulares demonstrou alteracdes histologicas
renais compativeis com efeito citotoxico direto (DA CRUZ HOFLING et al., 2001). Estudos
com o veneno da serpente Bothrops lutzi também indicam lesdes diretas/ou indiretas aos
tibulos renais, podendo haver intima relacdo dessas lesdes com o desencadeamento de uma
possivel insuficiéncia renal aguda (SOUSA, 2011).

Realizou-se também o estudo do efeito do vBp em diferentes concentracdes diante de
células tubulares renais MDCK, que trata-se de uma linhagem de células com caracteristicas
morfoldgicas e funcionais semelhantes as células do tubulo coletor e/ou distal de mamiferos
(COLLARES-BUZATO, SUEUR e CRUZ-HOFLING, 2002). Neste ensaio observamos uma
reducdo significativa da viabilidade celular, em todas as concentracdes estudadas. Resultado
que corrobora com outros dados descritos na literatura. Nascimento et al., (2007) avaliaram a
citotoxidade da peconha de Bothrops alternatus em células MDCK, e também verificaram
reducdo da viabilidade celular. Collares buzato et al., (2002), ao estudarem a citotoxidade do
veneno de Bothrops moojeni, também observaram que a peconha induziu citotoxidade nas
células MDCK . O veneno de Bothrops leucurus exerceu um efeito bastante citotoxico em
cultura de células MDCK (MORAIS, 2011).

O veneno de Bothrops pauloensis, de acordo com o isolado até o momento, tem
mostrado uma variedade de fosfolipases, principalmente miotoxicas: BnSP-6 e BnSP-7
(PLA;, miotéxica Lys49), Bp-PLA, (PLA; dcida miotéxica Asp49), BnpTX-1 e BnpTX-II
(PLA; bésicas miotéxicas Asp49) e Bp-12 (PLA; Lys49), além de outras fracdes como Bp-
LAAO (LAAO), BpSP-I (serinoprotease trombina-like) e neuwiedase (metaloprotease)

(JORGE, 2011). Como nao realizamos estudos com fragdes isoladas, e sim com veneno total,
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ndao podemos atribuir as variacdes nos parametros renais observadas nos experimentos a um
componente especifico.

De acordo com nossos achados, os efeitos do vBp no sistema de perfusao renal e nas
células tubulares renais isoladas sugere uma atividade nefrotéxica. = Em vista dos efeitos
renais encontrados, sugere-se a investigacdo, apds o fracionamento do veneno, de peptidios
que possam ser capazes de promover esse tipo de alteracdo isoladamente, sem alteracdes
deletérias, para que dessa forma possam ser descobertas possiveis ferramentas

farmacoldgicas.
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7. CONCLUSOES

e O veneno de Bothrops pauloensis na dose de 10ug/mL alterou os pardmetros
funcionais renais com redu¢ao da PP, RVR, aumento do FU, reducao transitéria do
RFG.

e Reduziu os transporte tubulares percentuais de sédio, cloreto e potdssio.

e Anidlise histopatoldgica evidenciou: alteragdes na arquitetura renal, exceto em espago
intersticial e vascular.

e O vBp foi capaz de diminuir a viabilidade celular nas condi¢des de estudo em células

MDCK.
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