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- serd arte?”
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RESUMO

O acidente causado pela serpente Lachesis muta muta € grave € 0 seu
veneno é responsavel por uma série de alteragdes sistémicas, como a hipotensao
arterial. Neste trabalho, foram investigados os efeitos renais do veneno total desta
serpente em sistema de perfusdo renal e em cultura de células tubulares renais do
tipo MDCK (Madin-Darby Canine Kidney). Foram utilizados ratos Wistar machos
pesando entre 250 e 300g, cujos rins foram isolados e perfundidos com Solugédo de
Krebs-Hanseleit contendo 6%p/v de albumina bovina previamente dialisada. Foram
investigados os efeitos do veneno (10 pg/mL; n=6) sobre a Pressdo de Perfusao
(PP), Resisténcia Vascular Renal (RVR), Fluxo Urinario (FU), Ritmo de Filtracdo
Glomerular (RFG), Percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNa+), de
Potéassio (%TK+) e de Cloreto (%TCI). O veneno da Lachesis muta muta foi
adicionado ap6s 30 minutos de controle interno. As células MDCK foram cultivadas
em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% v/v de Soro Bovino Fetal e
entdo avaliadas na presenca do veneno total da serpente Lachesis muta muta nas
concentracdes 1ug/mL, 10ug/mL e 100ug/mL. Apds 24 horas de experimento, foram
realizados ensaios de viabilidade e citotoxicidade celular. O veneno total, na dose de
10ug/mL, causou reducao transitéria na pressao de perfusdo (Cgo= 108,27 + 4,88
mmHg; VT L. m. mutaey= 88,17 + 5,27% mmHg; Cgo= 108,69 + 5,08 mmHg; VT L. m.
mutage= 78,71 + 6,94™ mmHg) e na resisténcia vascular renal (Ce= 5,57 + 0,49
mmHg/mL.g”".min™"; VT L. m. mutago= 3,50 + 0,22 mmHg/mL.g".min™"; Cgo= 5,32 +
0,57 mmHg/mL.g " .min™"; VT L. m. mutag= 3,11 + 0,26"™ mmHg/mL.g".min™") além
de aumento do fluxo urindrio (Ceo= 0,158 + 0,015 mL.g".min™"; VT L. m. mutas=
0,100 = 0,012 mL.g™". min™; Ciz0= 0,160 + 0,020 mL.g".min""; VT L. m. mutaszo=
0,777+ 0,157"*) e do ritmo de filtragdo glomerular (Ceo= 0,707 + 0,051 mL.g".min™;
VT L. m. mutago= 0,232 + 0,042 mL.g".min™; Cy20= 0,697 + 0,084 mL.g".min™"; VT L.
m. mutaiz= 1,478 + 0,278" mL.g".min™"). A dose estudada também promoveu
redugao significativa do percentual de transporte tubular de sédio (%TNa"), potassio
(%TK") e cloreto (%TCI) nos trés periodos analisados (30, 60 e 90 minutos), com
consequiente aumento do clearence osmético(Cosm) (Coo= 0,141 + 0,011; VT L. m.
mutage= 0,309 % 0,090; Cyz0= 0,125 + 0,016; VT L. m. mutasz= 0,839 + 0,184"). A
avaliagdo histopatologica revelou a presenca de areas focais com células com
nucleos picnoticos nos tdbulos renais dos rins perfundidos com veneno. O veneno
também apresentou efeito citotoxico sobre as células MDCK apenas nas
concentragbes de 10ug/mL e 100ug/mL reduzindo a viabilidade destas células a
38,60 + 17,9% e 10,62 + 2,9%, respectivamente. Estes resultados demonstram que
o veneno total da Lachesis muta muta alterou todos os parametros renais avaliados
na perfusdo renal, induzindo hipotenséo transitéria e intensa diurese. O veneno
também possui agéo citotoxica sobre as células MDCK apés 24 horas de incubacgao.

Palavras-chave: Lachesis muta. Toxicidade. Rim.



ABSTRACT

The accident caused by the snake Lachesis muta muta is serious and its
venom is responsible for many systemic changes, such as hypotension. In this work,
the renal effects of the total venom of this snake in the renal perfusion system and in
cultured renal tubular cells of the type MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) are
investigated. Isolated kidneys from Wistar rats, weighing 250 to 300g, were perfused
with previously dialysed, Krebs-Henseleit solution containing 6% w/v bovine albumin.
The effects of the venom (10 mg / mL, n = 6) on the perfusion pressure (PP), renal
vascular resistance (RVR), urinary flow (UF), glomerular filtration rate (GFR), sodium
tubular transport (%TNa"), potassium tubular transport (%TK") and chloride tubular
transport (% TCI") were submitted to analysis. Lachesis muta muta venom was added
to the system after 30 minutes of internal control. MDCK cells were cultured in RPMI
1640 medium supplemented with 10% v/v fetal bovine serum and then assessed in
the presence of the total venom of the snake Lachesis muta muta in the
concentrations of 1pg/mL, 10ug/mL and 100pg/mL 24 hours afterwards, tests
concerning viability and cellular cytotoxicity were brought about. The total venom
(10ug/mL) promoted a transient reduction in perfusion pressure (Cgo= 108.27 + 4.88;
VT L. m. mutag= 88.17 + 5.27%; Cgy= 108.69 * 5.08; VT L. m. mutag= 78.71 *
6.94"*) and renal vascular resistance (Cgo= 5.57 + 0.49; VT L. m. mutago= 3.50 +
0.22"% Cgo= 5.32 + 0.57; VT L. m. mutago= 3.11 + 0.26™); increase in urinary flow
(Ceo= 0.158 + 0.015; VT L. m. mutago= 0.100 + 0.012%; C1z0= 0.160 + 0.020; VT L. m.
mutayse= 0.777% 0.157#*) and in glomerular filtration rate (Cgo= 0.707 £ 0.051; VT L.
m. mutago= 0.232 % 0.042%; Cyz0= 0.697  0.084; VT L. m. mutaizo= 1.478 + 0.278").
Such a concentration also reduced significantly sodium tubular transport (%TNa"),
potassium tubular transport (% TK*) and chloride tubular transport (%TCI) in the three
periods analyzed (30, 60 and 90 minutes), with a consequent increase in the osmotic
clearance (Cosm) (Cgo= 0.141 £ 0.011; VT L. m. mutago= 0.309 £ 0.090; C12= 0.125 +
0.016; VT L. m. mutai;zo= 0.839 = 0,.184"*). Histological analysis of the kidneys
perfused with the poison revealed focal areas of renal tubular cells with nuclear
pyknosis. The venom also promoted a cytotoxic effect on MDCK cells at
concentrations 10pg/mL and 100ug/mL, thus reducing the viability of these cells to
38.60 £ 17.9% and 10.62 £ 2.9%, respectively. These results demonstrate that the
venom of Lachesis muta muta altered all the renal parameters assessed in renal
perfusion, inducing transient hypotension and intense diuresis. The venom also
exhibits cytotoxic activity on MDCK cells after 24 hours of incubation.

Keywords: Lachesis muta. Toxicity. Kidney.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais e epidemioldgicos

Os venenos sao encontrados em varias espécies de seres vivos, desde
organismos unicelulares a passaros (RUSSEL e DART, 1991; DUMBACHER et al.,
2000). De acordo com a presenga ou a auséncia de estruturas especializadas para
injeta-lo, estes organismos podem ser classificados como animais pegonhentos ou

nao-pegonhentos, respectivamente.

Nos primeiros, o veneno € produzido por glandulas especializadas como um
complexo enzimatico de finalidades principalmente digestivas com atividades toxicas
que neutralizam e matam a presa durante a captura, acrescido de um efeito
defensivo contra predadores (INSTITUTO BUTANTAN, 1996). No caso das
serpentes, estas apresentam ainda um 6rgao sensorial importante que é a fosseta
loreal — um sensor térmico muito desenvolvido — situado entre a narina e os olhos.
Através desse sensor, a serpente pode localizar a sua presa em ambientes escuros
apenas pela captacao do calor (NOGUEIRA e SAKATE, 2004).

O animal nao-pegonhento € aquele cujos tecidos, ou parte deles, sdo parcial
ou totalmente téxicos e que ndo possui mecanismo ou estrutura para a liberacao de
veneno (RUSSEL e DART, 1991).

Dentre as serpentes existem algumas diferencas anatémicas que possibilitam
a distincao entre as pegonhentas e as ndo-peconhentas. No entanto, a presenca de
fosseta loreal indica com seguranga que a serpente é pegonhenta. Esta e outras

caracteristicas anatdbmicas podem ser visualizadas na figura 1.
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Figura 1 - Principais caracteristicas de diferenciagdo entre as serpentes

pegconhentas e nao pegonhentas (MS/FUNASA, 2001).
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O valor real da incidéncia dos acidentes por picadas de serpentes permanece
desconhecido, seja por falta de registro ou por metodologia deficiente na captacao
dos dados (LIZANO et al., 2003). A organizacdo mundial de saude estima que
ocorram no mundo cerca de 2.500.000 acidentes por serpentes peconhentas
anualmente. Destes acidentes, ocorrem cerca de 125.000 mortes (CHIPPAUX,
1998).

Em nosso pais, os primeiros cuidados historicamente dispensados a pessoas
picadas por serpentes foram tomados por Vital Brazil, registrando 6bitos decorrentes
de acidentes ofidicos na regido de Botucatu, no estado de S&o Paulo, onde
posteriormente se desenvolveu o0s maiores centros de criacdo de serpentes e
producdo de soro antiofidico, como o Instituto Butantan (BENCHIMOL; TEIXEIRA,
1993). Os dados mais recentes sobre acidentes ofidicos no Brasil revelam que de
janeiro de 1990 a dezembro de 1993 foram notificados 81.611 acidentes ofidicos, o
que representa uma média de 20.000 casos/ano (CASTRO, 2006; MS/FUNASA,
2001). Dos acidentes atribuidos a serpentes peconhentas, 0,4% foram por espécies
do género Micrurus (elapidico), 1,4% por espécies do género Lachesis, 7,7% pelas
do género Crotalus e 90,5% por espécies do género Bothrops (Figura 2). Deve ser
feita a ressalva de que ha subnotificagédo, principalmente no Norte, ou seja, tanto o
namero de casos como o percentual atribuido a cada género pode variar bastante.
Outro fato relevante é que esse percentual deve variar de regido para regiao, dada a
dimensao continental do nosso pais e a variacdo de biomas existentes (ANDRADE-
FILHO et al., 2001).
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Figura 2 - Distribuicdo dos casos de acidentes ofidicos no Brasil de acordo com o género
envolvido no acidente. (Fonte: MS/FUNASA, 2001)

No Ceara, os dados epidemiologicos sobre acidentes ofidicos revelam
elevada variagao anual no numero de casos, variando de 387 a 61 casos por ano. A
Secretaria Estadual de Saude do Estado do Ceara registrou, entre 1987 e 1990,
1256 casos, com 18 ébitos e letalidade de 1,4% (CEARA, 1991).

FEITOSA et al. (1997), observaram a notificagdo de 688 casos no periodo de
1992 a 1995, acometendo pessoas do sexo masculino em 75% dos casos, na faixa
etéria entre 10 e 49 anos em 72% das ocorréncias. Houve uma sazonalidade com os
acidentes ocorrendo nos meses de Abril a Setembro. A maioria dos acidentes foi
provocada por serpentes do género Bothrops, 88,3%, seguida pelas do género

Crotalus, 10,7%, Micrurus, 0,9% e Lachesis, 0,2%

Os dados apresentados até aqui mostram que tanto no Ceard quanto no
Brasil a maior prevaléncia de casos de acidentes ofidicos envolveu o género
Bothrops visto ser populacionalmente mais numérica e possuir grande
adaptabilidade a areas devastadas, 0 que em si ja eleva as estatisticas dos

acidentes humanos (HARDY et al,1998). No Ceara, os acidentes botrépicos
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representaram 88,3% do total, estatistica bem préxima aos 90,5% encontrados
nacionalmente. E interessante notar que o género Lachesis a nivel nacional contribui
com 1,4% do total de acidentes, mas no Ceara ele representa apenas 0,2% dos
casos. Por se tratar de serpentes encontradas apenas em faixas preservadas de
mata atlantica e ilhas umidas como as que ocorrem no maci¢co de Baturité, onde a
densidade populacional é baixa, os acidentes provocados por estes animais sao

pouco observados.

Os acidentes ofidicos representam, portanto, um sério problema de saude
publica, principalmente em paises tropicais, o que inclui toda a América Latina. Nos
paises em desenvolvimento os acidentes por animais pegonhentos devem ser
tratados com bastante relevancia, ndo apenas pelo numero de pacientes que
evoluem para o Obito, mas também pelos casos que resultam em morbidades
cronicas associadas com amputacdes, deformidades, faléncia renal, e suas
consequéncias socioecondmicas (LIZANO et al., 2003; WHO, 1981).

1.2 Serpentes peconhentas brasileiras

Calcula-se que existam cerca de 3000 espécies de serpentes no mundo, das
quais 410 sdo venenosas e peconhentas (BARRAVIERA, 1993). No Brasil existem
358 espécies, distribuidas em 78 géneros. As trés principais familias de serpentes
existentes em nosso pais sdo a Colubridae, a Elapidae e a Viperidae, das quais
apenas as duas ultimas possuem importancia epidemioldgica (MS/FUNASA, 1998;
2001).

A familia Elapidae é composta de 18 espécies, todas incluidas no género
Micrurus. A familia Viperidae, pertencem os géneros, Bothriopsis, Porthidium,
Bothrops (conhecida popularmente como jararaca ou urutu), Crotalus (vulgarmente
chamada de cascavel ou maracambdia) e Lachesis (também conhecida como
surucucu), dos quais apenas os trés ultimos adquirem importancia epidemioldgica.
Os representantes desta familia possuem a cabeca triangular com escamas e
fosseta loreal. Os dentes inoculadores de veneno sdo grandes e implantados no
0sso maxilar superior situado na parte anterior (RAGE, 1977).
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1.2.1 O Género Lachesis

Esse género é representado por trés espécies: a Lachesis muta encontrada
na America do Sul, a Lachesis stenophrys encontrada na América Central e
Lachesis melanocephala endémica na Costa Rica. Sdo as maiores serpentes
venenosas do hemisfério ocidental atingindo em média de 2 a 2,5 metros quando
adultas, embora, nao surpreendentemente, possam atingir mais de 3 metros.
Também sdo as unicas serpentes da familia Viperidae a por ovos (SANZ et al.,
2008).

No Brasil, a Unica espécie encontrada € a Lachesis muta (Figura 3),
subdividida em duas subespécies Lachesis muta muta e Lachesis muta noctivaga
(BARRAVIERA, 1997). Estdo distribuidas pelas grandes florestas tropicais
brasileiras, como a Zona da Mata Atlantica e a Floresta Amaz6nica, embora haja
registro de acidentes e captura desta espécie em regides serranas Umidas do Ceara
(FEITOSA et al.,, 1997; MS/FUNASA, 1998; 2001). Tem um padrao de cor marrom
amarelado, com grandes manchas triangulares pretas, as quais apresentam uma
mancha clara no centro e o lado ventral de cor creme-esbranquicada (GRANTSAU,
1991). Sdo conhecidas como surucucu, surucucu pico de jaca ou surucutinga.

Figura 3 - Exemplar da espécie Lachesis muta.
Fonte: (http://www.flickr.com/photos/sanjayveiga/2657632100/
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1.3 Composicao dos venenos ofidicos

O veneno representa uma importante inovagao durante o processo evolutivo
das serpentes. Ele possibilitou a transicdo de um modo mecénico (constricdo) para
um modo quimico de dominar e digerir grandes presas. Na verdade o veneno
apresenta multiplas funcbées como imobilizagdo, paralisacdo, morte e digestao da
presa (AIRD, 2002).

O veneno das serpentes contéem uma infinidade de substancias com
estruturas simples e complexas, cuja proporgéo e caracteristicas individuais variam
com a espécie (VARANDA; GIANNINI, 1994). De modo geral, a peconha das
serpentes € constituida por trés grupos de compostos: proteinas; compostos
organicos de baixo peso molecular e compostos inorganicos.

As proteinas representam cerca de 90% do peso seco dos componentes
organicos (BON, 1997), que incluem ainda carboidratos, lipidios (especialmente
fosfolipidios) e aminas biogénicas (VARANDA, GIANNINI, 1994). Alguns dos
elementos protéicos atuam enzimaticamente, enquanto outros agem como toxinas
diretas principalmente na desestabilizagdo de membranas celulares, pelos
mecanismos mais variados. Desta forma, sdo encontrados entre aqueles com
atividade enzimatica, as fosfolipases A, (FLAz), relacionadas a produgdo de
derivados do &acido aracdbénico (SIX; DENNIS, 2000), as metaloproteinases,
responsaveis pela protedlise das membranas basais dos vasos, as trombina similes
que ativam fatores da coagulacao, transformam o fibrinogénio em fibrina e induzem
a agregacao plaquetéria (SANTOS et al, 2000), e as L-amino4cido oxidases que
induzem ou inibem a agregacado plaquetdria além de promover apoptose (DU;
CLEMETSON, 2002).

As fosfolipases A, compdem uma superfamilia de enzimas definidas por sua
habilidade de catalisar a hidrélise do éster ligado a posicdo central (sn-2) de
glicerofosfolipidios de membrana celulares, liberando precursores de mediadores
quimicos relacionadas ao processo inflamatério (CHACUR et al., 2003).

Em um mesmo veneno sdo encontradas uma variedade de FLA, que podem

possuir atividade neurotoxica, citotoxica, cardiotdxica, miotdxica, hipotensiva, pro-
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inflamatoria, coagulante ou agregante de plaquetas, com caracteristicas moleculares
de estrutura quaternaria monomérica ou multiméricas, homo ou heterodiméricas,
ligadas por pontes dissulfidricas, toxicas ou néo téxicas, cataliticamente ativas ou
ndo. Todas sao dependentes de calcio para atuar e os residuos da alca de ligacao

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

Estruturalmente sdo reconhecidos trés tipos diferentes: a) as classicas com
acido aspartico no carbono 49, que catalisam a hidrélise do éster ligado a posicéao
sn-2 do glicerofosfolipidio (Asp49); b) as variantes, também denominadas proteinas
semelhantes a FLA, (FLA, simile) por serem estruturalmente semelhantes, mas
destituidas de atividade enzimética, contendo lisina em substituicdo ao acido
aspartico (Lys49) (LOMONTE; ANGULO; CALDERON, 2003); c) variantes com
serina ocupando a posicdo 49 (Ser49), (KRIZAJ et al., 1991; POLGAR et al., 1996),
as duas Ultimas enzimaticamente inativas (LOMONTE; ANGULO; CALDERON,
2003).

In vitro as fosfolipases A, apresentam efeitos na placa neuromuscular,
atividade citolitica que se expressa pela ruptura de lipossomos compostos de
fosfolipidios carregados negativamente (SOARES et al, 2000), induzem
degranulacdo de mastécitos com consequiente aumento da permeabilidade vascular
e formacéo de edema (LANDUCCI, et al., 1998), além de provocarem lesao renal em
sistema de rim isolado de rato (BARBOSA et al., 2002).

Independentemente de possuirem ou n&o atividade enzimdtica, as
fosfolipases A, desestabilizam os fosfolipidios das membranas celulares e induzem
lesdo da membrana celular, permitindo um influxo descontrolado de ions célcio e
sodio que promovem alteracdes intracelulares irreversiveis que culmina com a morte
celular (LOMONTE; ANGULO; CALDERON, 2003).

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 ou sistémica (RUIZ DE TORRENT et al., 1999),
facilitam a disseminagdo do veneno a partir do local da inoculagédo (ANAI et al.,
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2002), onde contribuem com a mionecrose, a dermonecrose, a formagao de bolhas
e a inflamagéo (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000).

A especificidade de substrato 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 fisiopatolégico da hemorragia provocada pelas SVMPs
(GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). Uma das SVMPs bem estudada, a jararhagina,
isolada do veneno da B. jararaca, € um dos principais componentes responsaveis
pela hemorragia. Além de degradar a matriz extracelular, também atua em proteinas

plasmaticas da coagulagéo importantes para a hemostasia (KAMIGUTI et al., 1996).

As L-aminoacido oxidases (LAAOs) sao flavoenzimas que catalisam a
desaminacado estereoespecifica de um substrato L-aminoacido, a um a-cetoacido
correspondente, com a producdo de perdxido de hidrogénio e aménia (DU,
CLEMETSON, 2002). Sao enzimas largamente distribuidas em diferentes
microorganismos tais como bactérias, fungos, algas verdes e venenos de serpentes.
Nestes, supde-se que sejam toxinas, ainda que seu modo de acado nao esteja
esclarecido (STABELI et al., 2004).

Sem atividade enzimatica s&o observadas as neurotoxinas de atividade pré e
pés sindptica que afetam a fungdo neuromuscular (HAWGOOD; SANTANA DE SA,
1979), as cardiotoxinas que atuam na membrana celular do musculo cardiaco e
despolarizam de modo persistente a membrana das células excitaveis acarretando
hemdlise (REID, 1964), e as lectinas, como a botrocetina, que se liga a
glicoproteinas e interfe com a formacao do coagulo e na agregacao plaquetaria
(MONTEIRO et al., 2003).

As lectinas também denominadas lectinas do tipo-C sdo proteinas nao
enzimaticas encontradas em muitos animais vertebrados, moluscos, vegetais,
bactérias e cogumelos (KILPATRICK, 2002), que se ligam ndo covalentemente a

mono ou oligossacarideos de modo dependente de calcio.

As lectinas do tipo-C que perderam a capacidade de se ligar a carboidratos
sdo encontradas somente em venenos de serpentes (OGAWA et al., 2005), como
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por exemplo, o fator X, ativador da coagulacdo sanguinea, do veneno da Vipera
russeli e sdo, portanto, denominadas lectinas similes. De fato, a maioria das lectinas
do tipo C isoladas dos venenos de serpentes ndo consegue se ligar a carboidrato e
ndao podem ser consideradas verdadeiras lectinas (DRICKAMER, 1999; MORITA,
2004; MONTEIRO et al., 2003), sendo, portanto, denominadas lectinas similes.

Nos mamiferos as lectinas entdo envolvidas na aderéncia celular a outras
células e a matriz extracelular (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). As dos venenos
das serpentes, quando injetadas em outros animais, podem aglutinar hemacias in
vitro, estimular mitose em linfocitos, provocar agregagao plaquetaria, induzir edema,
liberar calcio dos estoques intracelulares e inibir a proliferacdo de algumas linhagens
de células (MARCINKIEWICZ et al., 2000). Também podem se ligar ao fator de Von
Willebrand (VWF) e induzir sua interacdo com a glicoproteina plaquetaria Ib. Outras,
ao contrério, ligam-se a glicoproteina plaquetaria Ib impedindo o VWF de mediar a
agregacao plaquetaria, ou inibem a coagulagdo por formar complexos nao
covalentes com os fatores IX e 1Xa, X e Xa, bloqueando sua participacao na cascata
da coagulagédo, e algumas interagem diretamente com a trombina inibindo suas
funcbes de agregacdo de plaquetas, quebra do fibrinogénio e ativacdo da
coagulacdao (MONTEIRO et al., 2003).

Por fim, os componentes inorgénicos mais encontrados sdo elementos como
o célcio, cobre, ferro, potassio, magnésio, manganés, sédio, fésforo, cobalto e zinco
(FRIDERICH; TU, 1991). Alguns atuam como estabilizadores de proteinas, outros,
participam dos mecanismos cataliticos de componentes enzimaticos (BJARNASON;
FOX, 1994).

1.3.1 O veneno Laquético

O veneno Laquético, bem como os demais, € constituido principalmente por
componentes de natureza protéica que sao agrupados em poucas familias de
proteinas. Sendo assim, as proteinas encontradas no veneno da Lachesis muta sao
distribuidas em 8 familias diferentes: Peptidios potenciadores da bradicinina (BPPs),
fatores de crescimento do nervo, fosfolipase A, (FLA,), serinoproteases, proteinas
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secretorias ricas em cisteina (CRISP), lectinas simile do tipo-C, L - aminoacido
oxidase (LAAO) e metaloproteinases dependente de Zn?* (SANS et al., 2008).
A contribuicdo de cada uma destas familias para a composicao protéica do veneno
laquético pode ser vista na figura 4.

= PPBs/PN-C Fator de crescimento do nervo
= FLA2 = CRISP

= Serinoprotease = Lectina simile tipo-C

= LAAO = Zn2+ - Metaloproteinase

Figura 4 - Composicao protéica do veneno total da Lachesis muta. Os dados estéo
expressos como percentual relativo das proteinas totais do veneno. BPPs/PN-c - Peptidios
potenciadores da bradicinina/ Peptidio natriurético C; FLA, . fosfolipase A,; LAAO - L-
aminodcido oxidase; CRISP - Proteina secretoria rica em cisteina. Adaptado de SANS et
al., 2008.

Como visto anteriormente, 31,9 % da composi¢cdo protéica do veneno da
Lachesis muta é composto por metaloproteinases. Dado semelhante também pode
ser observado na pegconha da Lachesis stenophrys onde estas proteinas contribuem
com cerca de 38,2% da sua composigdo protéica. As metaloproteinases sao
largamente  responsaveis pela sindrome hemorragica observada nos

envenenamentos por serpentes (GUTIERREZ et al., 2005).
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No veneno laquético ha pelo menos duas metaloproteinases bem conhecidas:
o LHF-I (fator hemorragico I), que € uma proteina acida, de alto peso molecular (100
kDa), com alta atividade hemorragica (RUCAVADO et al.,, 1999) e o LHF-II (fator
hemorragico 1), proteina de 22 kDa e com fraca atividade hemorragica. Comumente,
estas metaloproteinases sdo chamadas de hemorraginas. A combinacdo de
desfibrinacao e lesao direta da parede do vaso podem levar a hemorragias macicas
e potencialmente fatais (WARRELL, 1989). Algumas metaloproteinases de veneno
inlbem a coagulagdo do sangue. A maioria das metaloproteinases sao
fibrinogenases e elas clivam peptideos da regido C terminal do fibrinogénio. Séao
classificadas em a e b-fibrinogenases, de acordo com sua especificidade pela cadeia
do fibrinogénio. A a-fibrinogenase inibe a coagulagdo do sangue porque 0
fibrinogénio "truncado" ndo forma um coagulo de fibrina tdo forte como o fibrinogénio
nativo. Desta forma, uma sutil destruicdo fisica do fibrinogénio leva a acao
anticoagulante das metaloproteinases.

As serinoproteases também estdo em grande quantidade no veneno da
Lachesis muta, mais precisamente, contribuem com 31,2% da sua composicao total
(SANZ et al., 2008). Entre as proteinas desta familia, as ativadoras da proteina C
exibem efeitos anticoagulantes diretos. Fisiologicamente, o zimogénio da Proteina C
circulante no sangue é ativado pela trombina. A Proteina C ativada inibe os fatores V
e VIII ativados e, consequlientemente, as vias intrinsecas e comuns da cascata de
coagulagdo. Outro grupo de serinoproteases, as trombina simile, depletam o

fibrinogénio e tornam o plasma incoagulavel.

E importante lembrar que na peconha laquética observou-se tanto atividade
agregadora plaquetaria quanto anti-agregante plaquetéaria, esta dltima muito em
funcdo de uma desintegrina detectada no veneno. Nos acidentes usualmente ha
consumo de fator V e fibrinogénio, além de fatores II, VIII, IX e X, mas a contagem
de plaguetas permanece normal, eventualmente em fungcdo dos compostos trombina

simile, que induzem consumo de fibrinogénio sem gerar trombocitopenia.

O veneno laguético também apresenta acentuada acao do tipo cininogenase
— acao hipotensiva (DINIZ et al.,2004; FELICORI et al.,, 2003; WEINBERG et al.,
1992). Nele sdo encontradas enzimas chamadas cininogenases que atuam sobre 0

cininogénio enddgeno do plasma, liberando peptideos vasoativos como a bradicinina
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e as calicreinas, responsaveis em parte pela queda da pressao arterial (HAAD,
1980; GIOVANI-DE-SIMONE et al.,, 1997). O precursor inativo das calicreinas é o
calicreinogénio, encontrado no plasma e pancreas e que pode ser ativado pela
plasmina ou fatores de coagulagao.

Os peptideos potenciadores da bradicinina estdo presentes em abundéancia
nos venenos do género Lachesis. No veneno de Lachesis muta representam 14,7%
dos componentes protéicos (SANZ et al., 2008).Tratam-se de oligopeptideos com
acao inibitoria tanto sobre a metabolizagédo da bradicinina, quanto sobre a converséao
de angiotensina | em Il. (ROCHA E SILVA et al., 1949; SOARES et al., 2005).

SOARES et al. (2005), através de técnicas de biologia molecular e andlise de
espectrometria de massa (MALDI-TOF) revela a ocorréncia de cinco novos BPPs
(Lm-BPP 1, Lm-BPP 2, Lm-BPP 3, Lm-BPP 4 e Lm-BPP 5) e um peptidio natriurético
tipo-C (Lm-CNP) no veneno de Lachesis muta. Segundo estes autores, todos estes

peptidios teriam uma mesma proteina precursora plurifuncional.

As FLAys, juntamente com outras toxinas, sdo responsaveis pela acao
inflamatéria do veneno laquético. Além da miotoxicidade, as FLAzs (Asp-49-
atividade catalitica e Lys-49- sem atividade catalitica) ttm se mostrado capazes de
desencadear diferentes eventos inflamatérios (edema de pata, de pele,
degranulagcdo de mastécitos, aumento da permeabilidade vascular) em modelos
experimentais. Alguns estudos indicam que os efeitos inflamatorios induzidos pelas
FLA2s sdo, pelo menos em parte, independentes da capacidade de mobilizar o acido
araquidénico e iniciar a biossintese de eicosandides, uma vez que a injecao de FLA,
inativas cataliticamente (Lys-49) induz a formagdo de edema e a degranulacao de
mastocitos, apoiando a teoria da dissociacdo entre as atividades catalitica e
farmacologica. Estas FLAp,s sem atividade catalitica desencadeariam uma forte
atividade inflamatéria através de uma regido formada por residuos de aminoéacidos
carregados positivamente (regido cationica - interacdo com membrana). A atividade
catalitica ou o conteudo de carga positiva da proteina de varias FLA,s tém sido

postulados como o principal elemento implicado na atividade inflamatéria delas.
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DAMICO et al. (2006), purificou e caracterizou funcionalmente uma FLA:
basica (LmTX-l) presente no veneno de Lachesis muta muta classificada como
cataliticamente ativa (Asp49). Seus achados revelaram que a LmTX-l possue acao
neurotdxica dominante em preparacdo neuromuscular de pintinhos, enquanto a
atividade miotdxica foi principalmente observada na maior conscentracao estudada
(80ug/mL).

1.4 Aspectos clinicos do acidente ofidico e suas complicacoes

Nos acidentes envolvendo as serpentes do género Bothrops os pacientes de
um modo geral apresentam dor e edema no local da picada, ambas de carater
progressivo, equimose (extravasamento de sangue para os tecidos) e sangramento,
podendo também ocorrer bolhas e necrose na area afetada. Nauseas, vémitos,
sudorese, hemorragia, efeitos no sistema nervoso como mialgia e paralisia, dor
abdominal, insuficiéncia renal aguda (IRA), hipotensdo arterial e, mais raramente,
choque, podem também acometer o paciente acidentado. Estes sintomas e
complicacbes podem variar dependendo do tipo de acidente que pode ser
classificado como leve, moderado ou grave (SITPRIJA, 2006; SANTORO et al.,
2008; MS/FUNASA, 2001).

O acidente crotalico embora ocorra em menor nimero apresenta o maior
coeficiente de letalidade devido a frequéncia com que evolui para a insuficiéncia
renal aguda. S&o responsaveis por uma mortalidade de até 11% nos casos tratados
com soro especifico, e de 72% nos casos ndo tratados (ROSENFELDE, 1991). O
quadro clinico é caracterizado por manifestagdes locais pouco importantes, como
dor de pequena intensidade ou ausente e parestesia local acompanhada de edema
discreto ou eritema no local da picada. Mal-estar, prostracdo, sudorese, nauseas,
vémitos, sonoléncia ou inquietacdo, secura da boca e mialgias podem aparecer
precocemente. Também podem ocorrer incoagulabilidade sangliinea ou aumento do
Tempo de Coagulacdo (TC) em aproximadamente 40% dos pacientes além de
manifestacdes neuroldgicas como ptose palpebral, flacidez da musculatura da face e
incapacidade de movimentacdo do globo ocular (oftalmoplegia). A principal
complicagdo do acidente crotalico, é a IRA, com necrose tubular geralmente de
instalacao nas primeiras 48 horas (MS/FUNASA, 2001; RIBEIRO et al., 1998).
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O envenenamento elapidico em alguns aspectos é semelhante ao crotalico. E
caracterizado por dor local discreta, acompanhada na maioria das vezes por
parestesia. Pode ocorrer vdmito em um primeiro momento, com posterior fraqueza
muscular progressiva, ocorrendo ptose palpebral, oftalmoplegia e a presenca de
facies miasténica (MS/FUNASA, 2001).

Os envenenamentos provocados por Lachesis sdo pouco comuns, mas muito
severos. Apds a inoculacdo do veneno, a primeira hora de evolugdo € dramatica,
semelhante a do choque hipovolémico, com hipotensdo severa nos primeiros 30-45
minutos de evolugdo, hipotermia, vomito, diarréia e alteragbes sensoriais.

Ocasionalmente, sinais neurotdxicos estao presentes (DINIZ e OLIVEIRA, 1992).

De acordo com a severidade do acidente ou sensibilidade do paciente podem
ocorrer complicacées sistémicas como bradicardia, choque cardiovascular,
incoaguabilidade sanguinea, hemdlise e disturbios renais (FRANCA e FAN, 1992;
MALAQUE et al., 2003; RUCAVADO et al.,1999).

Embora o veneno laquético exerca agao proteolitica por acdo direta de
proteases e metaloproteinases, quadro eventualmente agravado por isquemia frente
a alteragcbes tromboembodlicas e torniquete, a necrose no local da picada é pouco
frequiente no acidente com Lachesis muta quando a soroterapia ocorre em até trés
horas ap6s a inoculagéo do veneno.

O quadro hemorragico observado no acidente laquético € causado por toxinas
chamadas hemorraginas. Vale notar que em venenos que apresentam ambas as
atividades (hemorragica e coagulante), como os de Bothrops e Lachesis, seus
componentes atuam em sinergismo, disparando quadro de hemorragia local e
sistémica (ESTEVAO-COSTA et al., 2000; RUCAVADO et al.,1999; SOUZA, et al.,
2001; SANCHEZ et al., 2003).

Os sintomas clinicos provocados pelos acidentes com serpentes dos géneros
Bothrops e Lachesis apresentam varias semelhancas (de MOURA et al, 1998).
Como reflexo dessa semelhanca sintomatica, surgem problemas classicos, como o
visto na regido Norte, em que a diferenciacdo dos acidentes causados por Bothrops
atrox e Lachesis muta é um grande problema para o tratamento do acidente ofidico
daquela regido (COLOMBINI, 2003). Acidentes na regido Amazénica com agao local
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francamente proteolitica remetem mais ao género Bothrops. (HARDY et al.,1998). O
diagnéstico diferencial entre estas duas espécies, com base nos sintomas do
paciente & muito dificil e o soro antibotrépico ndo neutraliza bem a toxicidade do
veneno laquético (BOLANOS et al., 1982).

Os acidentes laquéticos sao classificados como moderados e graves, nao
existindo, portanto a classificacdo: acidente leve. Por serem serpentes de grande
porte, considera-se que a quantidade de veneno por elas injetada seja muito grande
- cerca de 400 mg potencialmente inoculdveis por animal adulto - 0 que aumenta a
gravidade dos acidentes (BOLANOS et al., 1972).

1.5 Fisiopatologia da injuria renal e seus mediadores

O entendimento da fisiopatologia da injuria renal induzida por substancia
nefrotoxicas tem implicacbes para as terapias em potencial e para as medidas
preventivas (SCHNELLMANN e KELLY, 1999). Muitos mediadores estdo envolvidos

neste processo e alguns deles serdo descritos aqui.

A ciclooxigenase (COX), também conhecida por prostaglandina H sintetase, é
uma enzima que limita a velocidade do catabolismo do acido araquiddnico as varias
prostaglandinas bioativas (YANG, 2003). Existem as isoformas COX-1 e COX-2 que
séo as formas constitutiva e induzivel, respectivamente (YANG, 2003). A primeira é
utilizada, principalmente, na biossintese imediata de prostaglandinas, o que ocorre
dentro de alguns minutos apés o estimulo por mobilizadores de célcio (UENO et al.,
2001). A segunda é um produto génico de resposta imediata nas células
inflamatérias e imunes (FOEGH e RAMWELL, 2001).

O mecanismo de acao das prostaglandinas envolve a ativacao de receptores
celulares resultando na iniciacdo subsequente de cascatas sinalizadoras envolvendo
proteinas G e AMP ciclico (CUMMINGS et al., 2000).

Sabe-se que em varias condigbes fisioldgicas e fisiopatoldégicas, como o
excesso no consumo de sais, a privagdo de agua, entre outros, a estimulacao renal
da COX-2 é restrita @ medula renal, apesar do mecanismo da indugdo da COX-2
nesse local ndo ser completamente elucidado (YANG, 2003).
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Tanto a medula renal quanto o cértex renal sintetizam prostaglandinas, porém
a capacidade de sintese da medula é significativamente maior (FOEGH e
RAMWELL, 2001). Algumas delas, particularmente PGE. e PGl;, causam
vasodilatacdo no rim e aumentam a liberacao de renina (KRAMER et al., 1985;
FOEGH e RAMWELL, 2001).

A PGE,, um modulador importante da hemodinamica renal, exerce efeitos
diuréticos e natriuréticos (SCHNEIDER et al.,, 2004). Em coelhos, as células renais
capazes de produzir PGE, em quantidades significativas incluem: macula densa,
ductos coletores medulares e corticais e células intersticiais medulares, enquanto

que os tubulos proximais produzem pouca PGE, (SCHNEIDER et al., 2004).

A PGE;4, a PGE; e a PGl, aumentam a excre¢do de agua e de sodio (FOEGH
E RAMWELL, 2001). A PGl, € preferencialmente produzida em macrofagos via
COX-2, sendo esta enzima a maior fonte de PGl sistémica produzida em humanos
normais (UENO et al., 2001).

Ainda em relagéo a produgéo e ao metabolismo das prostaglandinas, sabe-se
que a ciclooxigenase esta localizada principalmente na medula renal, enquanto a
enzima inativadora - prostaglandina desidrogenase - esté localizada principalmente
no cortex (BOWMAN e RAND, 1980). As células endoteliais contém, primariamente,
prostaciclina sintetase (BOWMAN e RAND, 1980; FOEGH e RAMWELL, 2001). No
caso especifico da PGE;,, sua biossintese envolve multiplas etapas enzimaticas e
requer a acao sequencial da fosfolipase A, das ciclooxigenases e das PGE;
sintetases (SCHNEIDER et al., 2004).

Estudos recentes tém mostrado que a producao de prostaglandinas regula a
hemodinamica renal (DENG et al., 1996; UENO et al., 2001; YANG, 2003). Sabe-se,
por exemplo, que no ducto coletor, uma regido critica para a regulacdo hormonal da
excrecdo de agua e de eletrélitos, a manutengdo da integridade estrutural e
funcional da medula renal é controlada, em parte, pelas prostaglandinas (YANG,
2003).

Outras substéncias, como o Oxido nitrico, podem também preservar a

vasodilatacdo renal e impedir um decréscimo excessivo no ritmo de filtracéo



34

glomerular, apesar de que o papel exato do Oxido nitrico nos rins nao esta
estabelecido (STOLTE et al., 1979; OGUNGBADE et al., 2003).

O éxido nitrico (NO) tem um papel importante na regulacdo da hemodinamica
renal, na filtracdo glomerular, no transporte tubular e na secrecdo de renina
(BELTOWSKI et al., 2003). O NO produzido pelas células tubulares e/ou vasculares
adjacentes regula o transporte tubular de forma autédcrina/paracrina (BELTOWSKI et
al., 2003).

Segundo OGUNGBADE e colaboradores (2003), o 6xido nitrico inibe a
atividade epoxigenase e a inibicAo da enzima 6&xido nitrico sintetase (NOS)
enddgena revela um sistema vasoconstritor renal operando através do metabolismo
da epoxigenase dependente do citocromo P450, que contribui para a hemodinamica

e os efeitos excretoérios renais que sdo decorrentes da supressao da NOS.

BELTOWSKI e colaboradores (2003), demonstraram que o doador de NO,
nitroprussiato de sodio - administrado através da infusé@o local - diminui a atividade
da enzima Na*-K*-ATPase da medula renal, enquanto ndo tem efeito na enzima

cortical.

A enzima H*-K*-ATPase, que é encontrada na membrana apical das células
tubulares e estd envolvida na reabsor¢cdo de potassio e na acificagdo da urina, é
inibida por produtos do metabolismo do &cido araquidénico via citocromo P450,
como o acido 20- hidroxieicosatetraendico (20-HETE) e o acido 11,12-
epoxieicosatriendico (11,12-EET). Estes metabdlitos também inibem a atividade da
Na*-K*-ATPase medular, sendo a Na*-K*-ATPase mais sensivel ao 20-HETE do que
a H*-K*-ATPase (BELTOWSKI et al., 2003).

O papel desempenhado por leucotrienos e produtos do citocromo P450 em
rins humanos continua especulativo. Recentemente, foi constatado que o 5,6-
epoxido € um poderoso vasodilatador em experimentos realizados em animais, e
que os radicais livres atuam em fosfolipidios que contém acido araquiddnico,
produzindo uma 8-epi-PGF2a cujas propriedades poderosas se assemelham as do
tromboxano (HONDEGHEM e RODEN, 2001).
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A bradicinina é um peptidio vasoativo potente gerado tanto no plasma quanto
na parede vascular (POMPERMAYER et al., 2002). Ela pode promover aumento no
ritmo de filtracdo glomerular, ao estimular a liberagdo de éxido nitrico a partir do
endotélio renal (KOEPPEN e STANTON, 1997). Além disso, ela causa natriurese ao
inibir a reabsor¢cdo no ducto coletor. Sua acao sobre a perfusdo renal parece ser
limitada pela presenca de peptidades renais que causariam o término da acao desse
mediador (POMPERMAYER et al., 2002).

POMPERMAYER e colaboradores (2002), demonstraram que a liberagéo de
oxido nitrico, o metabolismo de &cido araquidbnico via monooxigenases
dependentes do citocromo P450 e a ativagao de canais de potassio dependentes de
célcio estao envolvidos na vasodilatagdo induzida pela bradicinina no rim isolado de
rato. Além disso, tem sido relatado que o efeito vasodilatador da bradicinina €
dependente das prostaglandinas no rim de cédes e de radicais livres derivados do

oxigénio em artéria cerebral em ratos.

A adenosina é um nucleosidio que ocorre naturalmente em todo 0 organismo.
Estima-se que a sua meia-vida seja de 10 segundos. Seu mecanismo de acao
envolve um aumento na concentracdo de potassio e inibicdo do influxo de calcio
induzido pelo AMPc (HONDEGHEM e RODEN, 2001). A adenosina é produzida
dentro dos rins onde causa varias mudangas funcionais como diminui¢do do fluxo
sanglineo renal e do ritmo de filtracdo glomerular, inibicdo da liberacdo de renina
pelas células justaglomerulares, aumento no célcio intracelular nas células do ducto
coletor de coelhos, entre outras (TAKEDA et al., 1993). Ela promove vasoconstricao
da arteriola aferente, dai a diminuicdo do fluxo sanglineo renal e no ritmo de
filtracao glomerular (KOEPPEN e STANTON, 1997).

Os efeitos fisiologicos da adenosina enddégena sao mediados, principalmente,
pela ativacdo de dois subtipos de receptores ligados a membrana, um receptor A1
de alta afinidade e que requer concentracbées nanomolares do ligante para ativacao;
e um receptor A2 de baixa afinidade que requer concentracdes micromolares
(BALAKRISHNAN et al., 1993).

Estudos in vitro sugerem que a adenosina pode também induzir contragcao

das células mesangiais em cultura, um efeito que € bloqueado por antagonistas
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seletivos do receptor A1 e reproduzido por agonistas seletivos deste receptor
(BALAKRISHNAN et al., 1993).

Uma parte das acdes da adenosina — mediada através do receptor A1 — é
acoplada com ativacao da fosfolipase C, resultando no aumento de inositol - 1,4,5 -
trifosfato e diacilglicerol (TAKEDA et al.,1993). Os autores comentam também que
em glandula retal de tubardo, a adenosina endégena inibe o transporte de cloreto
estimulado por horménio através da diminuicdo do AMPc e de outros mecanismos.

2 JUSTIFICATIVA

A ciéncia que se dedica ao estudo de toxinas derivadas de microrganismos,
plantas e animais é denominada Toxinologia e esta em continua expansao no Brasil
e no mundo. Por estar envolvidas em mecanismos de defesa e possuirem, portanto,
caracteristicas de letalidade as toxinas sdo substancias biologicamente ativas e

exercem seus efeitos em quase todas as células e tecidos.

O conhecimento dos mecanismos de agado das toxinas e anti-toxinas animais
e vegetais faz-se necessario para a busca de técnicas de diagnéstico, melhorias no
tratamento do paciente envenenado e/ou para a descoberta de novos agentes
terapéuticos (SOARES, 2005).

Sao diversos 0s grupos de organismos venenosos e peconhentos. No
entanto, uma das classes mais estudadas é a Reptilia, mais especificamente a
subordem das Serpentes (ANDRADE-FILHO, 2001). Desde que ROCHA e SILVA,
em 1949, descobriu a bradicinina utilizando o veneno da Bothrops jararaca, ficou

claro a importancia destas pesquisas.

Medicamentos de uso generalizado foram produzidos nesta linha, como os
inibidores da ECA (enzima conversora da angiotensina). Inicialmente identificado
como um fator potenciador da bradicinina (BPF) presente no veneno da Bothrops
jararaca (AMORIM et al.,1967; ROCHA e SILVA, 1965; FERREIRA, 1965), teve em
seguida constatadas suas caracteristicas de agdo como inibidor das enzimas
inativadoras da bradicinina (FERREIRA, 1965; FERREIRA, 1966; FERREIRA,
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VANE, 1967), posteriormente da conversao da angiotensina | em angiotensina Il
(BAHKLE, 1968; BAHKLE; REYNARD; VANE, 1969), sendo finalmente sintetizado
artificialmente (CUSHMAN et al, 1977). O captorpil é atualmente um dos

antihipertensivos mais utilizados em todo o mundo (FERREIRA, 1998).

Pode ser citada ainda a toxina botulinica que € amplamente utilizada na
medicina estética e em pacientes com patologias motoras. Outra droga € o curare,
um alcaléide letal, que € um bloqueador neuromuscular e foi introduzido na pratica
da anetesiologia em procedimentos cirdrgicos. Esse alcaldide serviu de protétipo
para o desenvolvimento do relaxante muscular conhecido como atracurio (HARVEY
et al,, 1998).

A despeito da importancia bioldgica e toxinologica do veneno da Lachesis
muta, existem poucos estudos sobre o seu efeito, se comparados aos venenos de
outras espécies do género Bothrops ou mesmo de outros géneros da familia
Viperidae, como o Crotalus. Além disso, ndo existem estudos relativos a sua

atividade bioldgica em rim isolado de rato.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos renais do veneno total da serpente Lachesis muta muta
visando obter resultados que possam subsidiar a elucidacao de seus mecanismos
de acgao fisiopatolégicos, bem como buscar a descoberta de ferramentas
farmacoldgicas e/ou substancias de valor terapéutico.

3.2 Objetivos especificos

> Estudar os efeitos do veneno total da Lachesis muta muta em rim

isolado;

> Avaliar as alteragdes renais histopatolégicas provocadas pelo veneno

total da Lachesis muta muta;

> Estudar o efeito do veneno total da Lachesis muta muta sobre a

viabilidade e proliferacao de células tubulares renais (MDCK).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Perfusao de rim isolado

4.1.1 Animais de experimentacao

Foram utilizados ratos Wistar adultos, machos, entre 250 e 300g,
provenientes do biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceard. Os animais foram acondicionados em caixas de
polipropileno, aclimatizados entre 22 * 0,5°C, luminosidade (12h de ciclo
claro/escuro), umidade e circulagcdo de ar controlados, recebendo racdo padrao
(Biotec® e agua “ad libitum”.Os mesmos foram mantidos em jejum durante as 12

horas que antecederam cada experimento apenas com agua “ad libitum”.
4.1.2 Substancias utilizadas

Foi utilizado o veneno da serpente Lachesis muta muta na dose de 10ug/mL
(VT L. m. muta 10pug/mL) que foi gentilmente cedido pelo Dr. Marcus H. Toyama da
UNESP.

No procedimento cirdrgico foram utilizados pentobarbital sodico a 3%
(Cristélia), manitol (Reagen) e heparina (Cristélia).

A solucdo empregada nos experimentos foi a de Krebs-Henseleit modificada,
contendo albumina bovina a 6% p/v e cujos componentes estao listados no anexo A.

4.1.3 Preparo da solucao perfusora

A solucao de Krebs-Henseleit modificada (FONTELES, 1998), concentrada
20x, continha NaCl = 138g, KCI = 7g, NaH,PO4.H,O = 3,29, MgSO4. 7 H,O = 5,8g e
Uréia = 10g. Quarenta e oito horas antes dos experimentos, 100mL desta solugéo
foram separados e acrescidos de NaHCO; = 4,29 , CaCl, . 2 H,O = 0,749, glicose =
29, e penicilina G potassica cristalina = 0,05g. Em seguida, o volume foi completado
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para 2000 mL com agua bidestilada. Foram retirados 300 mL desta solugéo, aos
qual se adicionou albumina bovina (6g%). Em seguida, solucao foi dializada com
albumina, auxiliada por um homogeneizador. A didlise tem como objetivo retirar
substéncias contaminantes como piruvatos, citratos e lactatos (BALLARD,
HANSON, 1968; COHEN; KOOK; LITTLE,1977; ROSS, 1978).

A solucdo de Krebs-Henseleit para a dialise foi trocada com 24 horas. No
final, apdés 48 horas de didlise, a solugdo perfusora foi acrescida com 0,15g de
inulina. O pH da solugao perfusora foi ainda ajustado entre os valores de 7,3 e 7,4.

4.1.4 O Sistema de perfuséo renal

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da fungao renal
levou inUmeros pesquisadores a desenvolverem a técnica de perfusdao de rim
isolado. Esta técnica permite o estudo da fungdo renal na auséncia de influéncias
sistémicas (NIZET, 1975). O nosso sistema consiste na perfusdo de rim isolado com
recirculacao (FONTELES et al.,, 1983) com dois subsistemas, um in situ € outro em
circuito fechado, para perfusao in vitro, ambos mantidos a temperatura de 37 °C.
Este sistema apresenta a vantagem da manutencdo constante de parametros
funcionais renais com utilizacdo de albumina na solucdo perfusora, em menor
volume, mantendo constante as substancias dialisaveis com oxigenacado adaptada
ao proéprio sistema como demonstrado nas figuras 5 e 6.

Figura 5 - Sistema de perfusao renal. Fonte: LAFAVET - UFC
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&t | Manémetro

Canula :

Arterial i

Coletor
de Urina =¢

= Z":.i Condensador

1 - Bombeia a solugao de perfusdo ao longo do
sistema.

2 - Filtracdo da solugdo perfusora (Millipore
S5um.

3 - Manutengé@o de uma temperatura constante
do pulmé&o tipo silastico entre 36 e 37 °C.

4 - Promocao das trocas gasosas (95% O, e 5%
COy).

5 - medida do fluxo de perfusdo (L/min).

6 - Medida da pressao de perfusdo (mmHg).
7 - Evita a entrada de bolhas nos rins.

8 - Frasco que coleta a urina. E trocado a
cada 10 minutos.

9 - Mantém a solugdo aquecida na
temperatura de 37 °C durante todo o
experimento.

10 - Seringa coletora de perfusato. A coleta é
realizada a cada 10 minutos.

Figura 6 - Desenho esquematico do sistema de perfusdo de rim isolado. Fonte: LAFAVET —

UFC.
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4.1.5 Calibragao do sistema de perfusao de rim isolado de rato

A calibracdo do sistema foi realizada antes de cada experimento com uma
solugdo de cloreto de sédio a 0,9% mantida a 37°C. Foram observados para cada
unidade da bomba de perfuséo (1, 2, 3, 4 e 5) a pressdo de perfusdo (mmHg), o
fluxo da solugéo no sistema (L/min) e o volume de solu¢ao coletado em um minuto
(mL/min). Para uma melhor adaptacao do sistema as unidades, a coleta de dados
foi realizada em intervalos de 2 minutos. As figuras 7, 8 e 9 mostram que o sistema

manteve-se constante em todos 0s grupos experimentais.

100 4
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20 -
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Figura 7 - Valores de presséao de perfusao (PP) registrados durante a calibracdo do
sistema (n=6).
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Figura 8 - Valores registrados pelo fluxémetro (L/min.) durante a calibragao do sistema
(n=6).
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Figura 9 - Valores de volume de solugdo (mL/min.) registrados durante a calibragdo do
sistema (n = 6).
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4.1.6 Técnica cirurgica

As cirurgias foram realizadas segundo o método descrito por Balhimann et al.
(1967); Nishiitsutji-Uwo et al. (1967); Ross, (1978) e Fonteles et al. (1983). Os
animais (n=6) foram anestesiados com pentobarbital sédico na dose de 50mg/Kg de
peso corporal. Inicialmente, a veia femoral foi isolada e manitol (100mg/mL — 3 mL
independentemente do peso) foi administrado (Figura 10), a fim de facilitar a

visualizagao e a fixagcao da canula ao ureter.

Apb6s assepsia da parede abdominal, procedeu-se uma incisdo mediana e
duas incisbes perpendiculares a linha alba para uma melhor observagdo das
estruturas anatémicas.

Figura 10 - Administragdo de manitol (100mg/mL — 3mL independentemente do peso) pela
veia femoral no animal anestesiado.
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Com uma lupa (aumento de 7 vezes) o ureter foi identificado, dissecado e
canulado — tubo de polietileno PE-30 (Figura 11), bem como a artéria mesentérica
superior, artéria renal (Figura 12) e a glandula supra-renal identificadas. O rim direito
foi descapsulado e a glandula supra-renal isolada. Outra canula metalica foi
introduzida na artéria mesentérica superior até a artéria renal, onde foi fixada
(Figura 13).

Figura 11 - Identificagao e dissecacao do ureter (A) e ureter canulado (B).
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Figura 12 - Visualizacdo da artéria mesentérica (A), da artéria renal (B) e também da artéria
aorta (C).

Figura 13 - Canulacéo da artéria renal realizada através da artéria mesentérica.
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Durante o procedimento cirurgico, uma parte da solucao ja oxigenada (40mL)
foi desviada para o sistema de perfusao in situ, para perfundir o rim ainda in vivo,
evitando qualquer isquemia ao 6rgao. Finalmente, o rim foi transportado para o

sistema de perfuséao in vitro, sem a interrupgao do fluxo (Figura 14).

Figura 14 - Rim de rato isolado no sistema de perfusao.

4.1.7 Protocolo experimental

Os experimentos foram iniciados apds a estabilizacdo e adaptacdo do érgao
as novas condicbes. Apos os 30 minutos iniciais, considerados como controle
interno, foi adicionada a substancia-teste e observadas as mudancas nos

parametros renais até os 120 minutos.

A cada cinco minutos foram registrados a pressao de perfusdo e o fluxo de
perfusdo em mandmetro e fluxdmetro, respectivamente. Amostras de urina e
perfusato foram coletadas a cada dez minutos, e depois congeladas a -20 °C para
posterior dosagem de sddio, potassio, cloreto, inulina e osmolaridade, importantes
no calculo dos parametros da fungao renal.
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4.1.8 Analises bioquimicas

Nas amostras de urina e perfusato foram realizadas determinacdes de sddio,
potassio e cloreto pelo método do fon eletrodo seletivo (RapidChem 744 - Bayer®
diagnéstica). Essas determinagdes foram realizadas no Laboratério de Analises
Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem da
Universidade Federal do Ceara.

A inulina do perfusato e da urina foi determinada por hidrolise direta, conforme
WALSER et al. (1955) e FONTELES et al. (1983), com modificacées que reduziram
as quantidades de amostras e reagentes utilizados. Esse parametro foi determinado
no Laboratério de Farmacologia de Venenos e Toxinas (LAFAVET) do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara.

A osmolaridade das amostras de urina e perfusato foram medidas utilizando
um osmoémetro (Osmdmetro de Pressdo a Vapor - modelo WESCOR® Vapro 5520).
Esse parametro foi determinado, também, no LAFAVET.

4.1.9 Célculo dos parametros funcionais renais

O quadro 1 descreve as formulas utilizadas para determinacao dos
parametros funcionais renais avaliados (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978;
FONTELES, 1980).



1. FU (mL.g"". min™) = Fluxo urinario
FU = (Peso do volume urinario / Peso do rim esquerdo) x 10

2. PP (mmHg) = Pressao de perfusao. Leitura em manémetro

3. RFG (mL.g™".min™") = Ritmo de filtracdo glomerular
RFG = (DOU in / DOP in x FU) sendo DOU in = densidade 6tica da inulina na urina e DOP in =
densidade 6tica da inulina no perfusato

4. FPR (mL.g".min™") = Fluxo de perfusdo renal (registrado a cada 10 min/peso do rim/intervalo
de tempo)

5. RVR (mmHg/mL.g"'.min™") = Resisténcia vascular renal
RVR = PP (mmHg) / FPR

6. FNa* (uEq.g™". min™) = Sédio filtrado
FNa*= RFG x PNa" (PNa* = Concentragdo de sddio no perfusato)

7. ENa* (uEq.g™". min™) = Sédio excretado
ENa* = FU x UNa" (UNa" = Concentracdo de sédio na urina)

8. TNa* (p.Eq.g". min") = Sédio transportado
TNa" = FNa*- ENa*

9. %TNa* = Percentual de sédio transportado
%TNa" = TNa*x 100/ FNa*

10. %TpNa* = Percentual de sodio proximal transportado
%TpNa*" = TpNa*x 100 / FNa*

11. FK* (uEq.g™". min™") = Potassio filtrado
FK" = RFG x PK" (PK* = concentragéo de potassio no perfusato)

12. EK* (p.Eq.g'1. min") = Potassio excretado
EK* = FU x UK* (UK" = Concentragéo de potassio na urina)

13. TK* (1Eq.g™". min™) = Potassio transportado
TK" = FK" - EK*

14.TK* = Percentual de potassio transportado
%TK" = TK* x 100 / FK*

15. %TpK"* = Percentual de potassio proximal transportado
%TpK" = TpK" x 100 / FK*

16. TCI' (uEq.g™". min™) = Cloreto transportado
TCI™ =FCl™ - ECI™

17. % TCI' = Percentual de cloreto transportado
% TCI~=TCI " x100/F TCI~

18. % TpCI = Percentual de cloreto proximal transportado
% TpCl = =TpCl ™ x 100/ F TCI ™~

19. Cosm (mL.g".min") = Clearance osmotico
[Uosm / Posm] x FU (onde Uosm = Osmolaridade urinaria e Posm = Osmolaridade do perfusato)

Quadro 1 - Célculos para determinagao dos parametros funcionais renais.
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4.1.10 Analise histolégica

Ap6s cada experimento, ambos, rim direito (perfundido) e rim esquerdo
(controle), foram fixados numa solugdo de formal a 10%, para posterior analise
histolégica.

Os fragmentos obtidos foram submetidos a desidratacdo, diafanizacao, e, em
seguida, cortados em uma espessura de 5um. Foram realizadas coloracbes de
hematoxilina-eosina (HE) e as laminas analisadas através de um microscépio éptico
(NIKON). Todas as laminas foram confeccionadas e analisadas no Laboratoério de
Patologia-BIOPSE pelo Prof. Dr. Dalgimar Beserra De Menezes.

4.1.11 Grupos experimentais

O estudo com o veneno total de Lachesis muta muta sobre a fungao renal foi
iniciado ap6s um periodo de controle interno de 30 minutos, e as observagdes foram

feitas durante os 90 minutos seguintes.

1. Grupo controle - perfusdo somente com solucao de Krebs-Henseleit (n=6);

2. Grupo tratado - Perfusdo com o veneno total de Lachesis muta muta -
10pg/mL (n=6);
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4.1.12 Analise estatistica

Foi usado o programa estatistico GraphPrism 5.0 para analise dos dados, que
foram expressos como a média + erro padrdo da média (E.P.M.) de seis
experimentos em cada grupo.

Todas as tabelas e graficos que avaliaram os parametros renais foram
estudados de acordo com a variavel tempo, compilados em quatro grupos de 30
minutos denominados: 30, 60, 90 e 120 minutos. Os dados foram avaliados através
de Analise da Variancia (ANOVA), com poés-teste de Dunnett’s (multipla comparagéo
entre os grupos) e teste t de Student como comparativo entre os grupos controle e
tratado. O critério de significancia utilizado foi p<0,05.

4.2 Aspectos éticos

Todos o0s nossos experimentos foram feitos de acordo com as
recomendacdes do Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) da
Universidade Federal do Ceard, sob o numero 55/09.
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4.3 Cultura de células tubulares renais (MDCK)

4.3.1 Linhagem celular

As células utilizadas foram células tubulares renais do tipo MDCK (Madin-
Darby Canine Kidney) que foram cultivadas no Laboratério de Cultura Celular (LCC)
do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Universidade Federal do
Ceara.

4.3.2 Cultivo e tratamento das células MDCK

Foram cultivadas em garrafas de polietileno para cultura (volume de 250mL) e
o0 meio de cultura usado foi o RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10% v/v de
Soro Bovino Fetal (SBF), penicilina (100Ul/mL) e estreptomicina (100ug/mL). As
células foram incubadas a 37°C, em atmosfera com 95% de umidade e 5% de COs..
Antes de cada experimento as células foram armazenadas em meio sem SBF por
24h para a obtencéao de células na fase Gy do ciclo celular. Para cada experimento o
meio de cultura foi removido e as células foram incubadas com tripsina-EDTA
(0,25/0,02% v/v) a 37°C por aproximadamente 10min. A tripsina foi inativada
adicionando o mesmo volume de meio com SBF. A suspenséo foi entdo centrifugada
a 200g por 10min (MARTINS et al. 2005; CHAIM, 2005). O sobrenadante foi
descartado e as células re-suspensas em meio de cultura. As células foram entao
quantificadas em camara de Neubauer e plaqueadas (1x10°céls/pogo) permitindo o

crescimento confluente por 2h.

As células foram entdo avaliadas na presenca de diferentes concentra¢des do
veneno total da serpente Lachesis muta muta (VT L. m. muta 1pug/mL; VT L. m. muta
10pg/mL; VT L. m. muta 100pg/mL), solubilizados em PBS estéril e pH 7.4. Durante
cada experimento (24h) as placas foram avaliadas usando microscépio invertido.
Apos esse periodo também foram realizados ensaios de viabilidade e citotoxicidade
celular (Figura 15).
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As aliquotas de células para estoque foram mantidas em meio de cultura
RPMI 1640 acrescido de SBF a 50% e DMSO a 10%, congeladas primeiramente a -
80°C e mantidas em nitrogénio liquido (Fresheney, 2000).

Incubadas com tripsina-
EDTA(0,25/0,02% v/v)
= . a 37 C por 10 min.;
Remogao do meio Adi¢do de meio ¢/ SBF.

Centrifugacaoa
de cultura. gag

200 g por 10 min.
Meio RPMI 1640 s/ SBF (24h);
Celulas fase G, do ciclo celular.

Estufa de Co,

F

Células re-suspensas em Remogdo do sobrena-
meio de cultura; dante.
Quantificadas em camara de

Neubauer

flei .
Placa ¢/ 96 pocos Plaqueadas (1x10°céls/pogo);

Ensaiocom MTT

. . < ‘ Avaliacao da atividade
Tratamento com: VT L. m. muta ‘ i sobre as células MDCK
(1pg/mL; 10pg/mL;100pg/mL)

(solubilizada em PBS estério e pH 7.4);

Incubagio por 24h . Ensaio para atividade

da LDH

Microscépio invertido

Figura 15 - Fluxograma do cultivo e tratamento das células MDCK. Fonte: LCC -
Laboratorio de Cultivo Celular.
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4.3.3 Avaliacao da atividade do veneno total sobre as células MDCK

4.3.3.1 Ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT)

As células MDCK foram adicionadas a placas de 96 pogos com densidade de
1 x 10° e tratadas com diferentes concentracdes do veneno total da serpente
Lachesis muta muta (VT L. m. muta 1pg/mL; VT L. m. muta 10pg/mL; VT L. m. muta
100ug/mL) por 24 horas. ApOs a exposicdo das células ao veneno, 100uL de
sobrenadante de cada poco foi retirado e entdo adicionado 3-(4,5-dimetilazil-2-il)-2,5
difenil tetrazdlico (MTT) (Sigma) 2,5 mg/mL dissolvido em PBS. Este método
baseia-se na atividade metabdlica de células viaveis, formando um produto colorido
(sal de formazan, que € insoluvel em agua). Apdés incubacao por 4 horas, a 37°C, em
estufa com 5% de CO;, o sobrenadante foi removido e entdo foi adicionado dodecil
sulfato de sodio 10% (SDS — 10%) em HCL 0,01N para solubilizar os cristais de
formazan formados. As placas foram incubadas por 17h e em seguida foi realizada
a leitura em espectrofotébmetro (570nm). Os ensaios foram realizados em triplicata
(MOSMANN,1983) e a viabilidade celular foi determinada por comparagao entre as
absorbancias encontradas nos grupos tratados e a absorbancia média do grupo

controle (sem veneno; representa 100% de células viaveis).

4.3.3.2 Ensaio para atividade da Lactato Desidrogenase (LDH)

Para avaliar a integridade de membrana no processo de morte celular, foi
quantificada a liberagdo da enzima lactato desidrogenage (LDH). Esta enzima &
responsavel pela reducao do piruvato a lactato na presenca do NADH. Uma vez que
esta enzima € de origem citoplasmatica, a sua presenca no meio extracelular pode
indicar alteracdo na integridade da membrana plasmatica. As células foram
cultivadas em placas de 96 pocos. Decorridas 24h do tratamento com as diferentes
concentragbes do veneno em estudo, 20uL do sobrenadante foi incubado com 1mL
de uma solucado de NADH e piruvato. Em seguida foi realizada a leitura em
espectrofotdmetro (340nm) e o decréscimo da absorbancia foi utilizado para o
célculo da atividade enzimatica (RACHER et al., 1990).
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Os testes foram realizados utilizando o reagente analitico Labtest LDH
Liquiform e foram seguidas as instrugdes do fabricante. A atividade da LDH foi

determina a partir da férmula abaixo:

Atividade LDH (Ul/L) = (Absorbancia1 — Absorbancia2) X F

2

F - fator do reagente informado pelo fabricante.

4.3.4 Analise estatistica

Foi usado o programa estatistico GraphPrism 5.0 para analise dos dados, que
foram expressos como a média * erro padrdo da meédia (E.P.M.) de trés

experimentos em cada grupo realizados em triplicata .

Os dados foram avaliados através de Analise da Variancia (ANOVA), com
pbés-teste de Dunnett’'s (multipla comparacdao entre os grupos). O critério de
significancia utilizado foi p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfusao de rim isolado

O veneno total da serpente Lachesis muta muta foi administrado no sistema
de perfusao de rim isolado de rato 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 solu¢ao de Krebs-Henseleit.

O veneno total da serpente Lachesis muta muta foi utilizado na dose de
10ug/mL e causou alteragcées na fisiologia renal, nos parametros de pressdo de
perfusdo (PP), resisténcia vascular renal (RVR), fluxo urinario (FU) e ritmo de
filtracdo glomerular (RFG).

Foi observada reducao significativa da PP nos periodos de 60 e 90 minutos
(Figura 16 e Tabela 1). No parametro RVR também foi observada reducao
significativa nos periodos de 60 e 90 minutos (Figura 17 e Tabela 2). Quanto ao
FU e RFG foi observada reducao significativa destes parametros no periodo de 60
minutos e aumento significativo aos 120 minutos (Figura 18 e Tabela 3; Figura 19 e
Tabela 4).

O percentual de transporte total de sédio (% TNa®), potassio (% TK") e cloreto
(%TCI") foi significativamente reduzido apdés a administracdo do veneno total
(10ug/mL) em todos os periodos analisados (Figura 20 e Tabela 5; Figura 21 e
Tabela 6; Figura 22 e Tabela 7).

O percentual de transporte proximal de sodio (%pTNa*), de potassio (%pTK")
e de cloreto (%pTClI) foi significativamente reduzido nos periodos de 30, 60 e 90
minutos apds a adicao do veneno (Figura 23 e Tabela 8; Figura 24 e Tabela 9;
Figura 25 e Tabela 7).

Para verificar a capacidade de depuracdo do rim isolado em nivel de

moléculas osmoticamente ativas, realizou-se o calculo do clearance osmotico (Cosm)-
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O veneno total (10pg/mL) promoveu aumento significativo deste parametro
aos 120 minutos (Figura 26 e Tabela 8).
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Figura 16 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10pg/mL) da serpente
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) na pressdo de perfusao (PP). Os dados séo
expressos por média + Erro Padrao Médio (E.P.M.) compilados em quatro periodos de 30
minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A analise estatistica foi feita por ANOVA e teste t de
student com p<0,05. * significa p<0,05 em relagdo ao controle interno (n=6); # significa
p<0,05 em relacao ao grupo controle externo (n=6) no mesmo periodo avaliado.

Tempo Grupo controle VT L. m. muta 10pg/mL
(min.) Média EPM Média EPM
30 110,10 3,68 107,90 2,59
60 108,27 4,88 88,17 # 5,27
90 108,69 5,08 78,71 #* 6,94
120 110,28 3,69 111,60 11,63

Tabela 1 - Valores de pressao de perfusao (PP) dos experimentos realizados com o
veneno total (10pg/mL) da serpente Lachesis muta muta (VT L. m. muta). Os dados sao
expressos por média = Erro Padrao Médio (E.P.M.) compilados em quatro periodos de 30
minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste t de
student com p<0,05. * significa p<0,05 em relacdo ao controle interno (n=6); # significa
p<0,05 em relagao ao grupo controle externo (n=6) no mesmo periodo avaliado.
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Figura 17 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10ug/mL) da serpente
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) na resisténcia vascular renal (RVR). Os dados sao
expressos por média + Erro Padrao Médio (E.P.M.) compilados em quatro periodos de 30
minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste t de
student com p<0,05. * significa p<0,05 em relagdo ao controle interno (n=6); # significa
p<0,05 em relacao ao grupo controle externo (n=6) no mesmo periodo avaliado.

Tempo Grupo controle VT L. m. muta 10pg/mL

(min.) Média EPM Média EPM
30 5,39 0,48 4,30 0,17
60 5,57 0,49 3,50 # 0,22
920 5,32 0,57 3,11 #* 0,26
120 5,48 0,53 4,40 0,43

Tabela 2 - Valores da Resisténcia Vascular Renal (RVR) dos experimentos realizados
com o veneno total (10ug/mL) da serpente Lachesis muta muta (VT L. m. muta). Os
dados sdo expressos por média + Erro Padrdao Médio (E.P.M.) compilados em quatro
periodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A andlise estatistica foi feita por ANOVA
e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relagdo ao controle interno (n=6); #
significa p<0,05 em relagdo ao grupo controle externo (n=6) no mesmo periodo avaliado.
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Figura 18 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10pug/mL) da serpente
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no fluxo urinario (FU). Os dados sao expressos por
média * Erro Padrdo Médio (E.P.M.) compilados em quatro periodos de 30 minutos (30, 60,
90 e 120 minutos). A andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05.
* significa p<0,05 em relagdo ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relacédo ao
grupo controle externo(n=6) no mesmo periodo avaliado.

Tempo Grupo controle VT L. m. muta 10pg/mL

(min.) Média EPM Média EPM
30 0,139 0,009 0,115 0,009
60 0,158 0,015 0,100 # 0,012
90 0,164 0,024 0,296 0,084
120 0,160 0,020 0,777 #* 0,157

Tabela 3 - Valores do fluxo urinario (FU) dos experimentos realizados com o veneno
total (10pg/mL) da serpente Lachesis muta muta (VT L. m. muta). Os dados sao
expressos por média + Erro Padrdo Médio (E.P.M.) compilados em quatro periodos de 30
minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A analise estatistica foi feita por ANOVA e teste t de
student com p<0,05. * significa p<0,05 em relacdo ao controle interno (n=6); # significa
p<0,05 em relacao ao grupo controle externo (n=6) no mesmo periodo avaliado.
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Figura 19 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10ug/mL) da serpente
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no ritmo de filtracao glomerular (RFG). Os dados
sa0 expressos por média + Erro Padrao Médio (E.P.M.) compilados em quatro periodos de
30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A analise estatistica foi feita por ANOVA e teste t de
student com p<0,05. * significa p<0,05 em relacdo ao controle interno (n=6); # significa
p<0,05 em relacdo ao grupo controle externo (n=6) no mesmo periodo avaliado.

Tempo Grupo controle VT L. m. muta 10pg/mL

(min.) Média EPM Média EPM
30 0,701 0,073 0,689 0,098
60 0,707 0,051 0,232 # 0,042
90 0,633 0,051 0,586 0,185
120 0,697 0,084 1,478 #* 0,278

Tabela 4 - Valores do ritmo de filtracao glomerular (RFG) dos experimentos realizados
com o veneno total (10pg/mL) da serpente Lachesis muta muta (VT L. m. muta). Os
dados s@o expressos por média + Erro Padrdo Médio (E.P.M.) compilados em quatro
periodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A analise estatistica foi feita por ANOVA
e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relagdo ao controle interno (n=6); #
significa p<0,05 em relagdo ao grupo controle externo (n=6) no mesmo periodo avaliado.
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Figura 20 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10ug/mL) da serpente
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no percentual de transporte tubular total de sodio
(%TNa*). Os dados sao expressos por média + Erro Padrao Médio (E.P.M.) compilados em
quatro periodos de 30 minutos (30, 60, 90 € 120 minutos). A analise estatistica foi feita por
ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relagdo ao controle interno
(n=6); # significa p<0,05 em relagdo ao grupo controle externo (n=6) no mesmo periodo
avaliado.

Tempo Grupo controle VT L. m. muta 10pg/mL

(min.) Média EPM Média EPM
30 81,94 1,24 83,45 1,15
60 81,11 1,52 53,75 #* 4,89
920 79,26 0,90 46,39 #* 4,43
120 79,76 0,56 48,22 #* 3,14

Tabela 5 - Valores do percentual de transporte tubular total de sédio (%TNa*) dos
experimentos realizados com o veneno total (10pg/mL) da serpente Lachesis muta
muta (VT L. m. muta). Os dados sdo expressos por média + Erro Padrao Médio (E.P.M.)
compilados em quatro periodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A analise
estatistica foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relagao
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relacdo ao grupo controle externo (n=6) no
mesmo periodo avaliado.
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Figura 21 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10ug/mL) da serpente
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no percentual de transporte tubular total de
potassio (%TK*). Os dados sido expressos por média + Erro Padrdo Médio (E.P.M.)
compilados em quatro periodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A andlise
estatistica foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relagao
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relagcdo ao grupo controle externo (n=6) no
mesmo periodo avaliado.

Tempo Grupo controle VT L. m. muta 10pg/mL

(min.) Média EPM Média EPM
30 69,13 4,14 73,56 2,55
60 69,04 5,68 40,09 #* 3,25
90 71,84 4,21 46,88 #* 4,49
120 69,94 6,86 48,59 #* 3,11

Tabela 6 - Valores do percentual de transporte tubular total de potassio (%TK") dos
experimentos realizados com o veneno total (10ug/mL) da serpente Lachesis muta
muta (VT L. m. muta). Os dados sdo expressos por média + Erro Padrdo Médio (E.P.M.)
compilados em quatro periodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A andlise
estatistica foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relagao
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relagcdo ao grupo controle externo (n=6) no
mesmo periodo avaliado.



64

100+ * p<0,05 ANOVA
904 # p<0,05 teste t
804
704
;\3 60+ #*
g #* ¥
E’ 504
X 404
304
204
10
0_
30min 60min 90min 120min
I J Tempo (min.)
Controle
Interno

@& Grupo controle I VT L. m. muta 10ung/mL

Figura 22 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10ug/mL) da serpente
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no percentual de transporte tubular total de
cloreto (%TCI). Os dados sdo expressos por média + Erro Padrdo Médio (E.P.M.)
compilados em quatro periodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A andlise
estatistica foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relagao
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relacdo ao grupo controle externo (n=6) no
mesmo periodo avaliado.

Tempo Grupo controle VT L. m. muta 10pg/mL

(min.) Média EPM Média EPM
30 79,90 1,03 81,48 1,70
60 81,25 2,44 51,54 #* 4,35
90 77,32 2,22 46,42 #* 4,33
120 78,53 2,23 48,49 #* 3,07

Tabela 7 - Valores do percentual de transporte tubular total de cloreto (%TCI) dos
experimentos realizados com o veneno total (10ug/mL) da serpente Lachesis muta
muta (VT L. m. muta). Os dados sdo expressos por média + Erro Padrdo Médio (E.P.M.)
compilados em quatro periodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A andlise
estatistica foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relagao
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relagcdo ao grupo controle externo (N=6) no
mesmo periodo avaliado.
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Figura 23 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10pg/mL) da serpente
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no percentual de transporte tubular proximal de
sodio (%pTNa*). Os dados sdo expressos por média + Erro Padrdo Médio (E.P.M.)
compilados em quatro periodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A andlise
estatistica foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relagao
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relacdo ao grupo controle externo (n=6) no
mesmo periodo avaliado.

Tempo Grupo controle VT L. m. muta 10pg/mL

(min.) Média EPM Média EPM
30 81,30 2,47 82,10 1,74
60 80,76 2,39 51,07 # 4,64
90 80,11 2,34 47,30 #* 3,70
120 79,45 2,24 50,38 #* 2,85

Tabela 8 - Valores do percentual de transporte tubular proximal de sodio (%pTNa*)
dos experimentos realizados com o veneno total (10ug/mL) da serpente Lachesis muta
muta (VT L. m. muta). Os dados sdo expressos por média + Erro Padrao Médio (E.P.M.)
compilados em quatro periodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A analise
estatistica foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relacao
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relacdo ao grupo controle externo (N=6) no
mesmo periodo avaliado.
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Figura 24 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10pg/mL) da serpente
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no percentual de transporte tubular proximal de
potassio (%pTK*). Os dados sdo expressos por média + Erro Padrdo Médio (E.P.M.)
compilados em quatro periodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A andlise
estatistica foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relagao
ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relacdo ao grupo controle externo (n=6) no
mesmo periodo avaliado.

Tempo Grupo controle VT L. m. muta 10pg/mL

(min.) Média EPM Média EPM
30 69,92 4,09 72,21 2,67
60 70,13 3,69 37,42 #* 3,19
920 70,18 4,86 47,79 #* 3,67
120 69,17 5,64 50,76 #* 2,86

Tabela 9 - Valores do percentual de transporte tubular proximal de potassio (%pTK")
dos experimentos realizados com o veneno total (10pg/mL) da serpente Lachesis
muta muta (VT L. m. muta). Os dados sdo expressos por média + Erro Padrdao Médio
(E.P.M.) compilados em quatro periodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A analise
estatistica foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em
relagdo ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relacdo ao grupo controle externo
(n=6) no mesmo periodo avaliado.
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Figura 25 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10ug/mL) da serpente
Lachesis muta muta no percentual de transporte tubular proximal de cloreto (%pTCI).
Os dados sdo expressos por média £ Erro Padrao Médio (E.P.M.) compilados em quatro
periodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A analise estatistica foi feita por ANOVA
e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em relagdo ao controle interno (n=6); #
significa p<0,05 em relacédo ao grupo controle externo (n=6) no mesmo periodo avaliado.

Tempo Grupo controle VT L. m. muta 10pg/mL

(min.) Média EPM Média EPM
30 76,81 1,25 80,13 1,73
60 78,49 2,90 48,86 #* 4,13
920 76,58 1,20 47,33 #* 3,64
120 76,36 2,47 50,65 #* 2,84

Tabela 10 - Valores do percentual de transporte tubular proximal de cloreto (%pTCI)
dos experimentos realizados com o veneno total (10pg/mL) da serpente Lachesis
muta muta (VT L. m. muta). Os dados sdo expressos por média + Erro Padrdao Médio
(E.P.M.) compilados em quatro periodos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A analise
estatistica foi feita por ANOVA e teste t de student com p<0,05. * significa p<0,05 em
relagcdo ao controle interno (n=6); # significa p<0,05 em relacdo ao grupo controle externo
(n=6) no mesmo periodo avaliado.
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Figura 26 - Efeitos renais promovidos pelo veneno total (10pg/mL) da serpente
Lachesis muta muta (VT L. m. muta) no clearance osmético (Cosm). Os dados sdo
expressos por média + Erro Padrao Médio (E.P.M.) compilados em quatro periodos de 30
minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A analise estatistica foi feita por ANOVA e teste t de
student com p<0,05. * significa p<0,05 em relagdo ao controle interno (n=6); # significa
p<0,05 em relacao ao grupo controle externo (n=6) no mesmo periodo avaliado.

Tempo Grupo controle VT L. m. muta 10pg/mL

(min.) Média EPM Média EPM
30 0,120 0,017 0,106 0,010
60 0,121 0,015 0,094 0,012
920 0,141 0,011 0,309 0,090
120 0,125 0,016 0,839 #* 0,184

Tabela 11 - Valores do clearance osmotico (C,sm) dos experimentos realizados com o
veneno total (10pg/mL) da serpente Lachesis muta muta (VT L. m. muta). Os dados séo
expressos por média + Erro Padrao Médio (E.P.M.) compilados em quatro periodos de 30
minutos (30, 60, 90 e 120 minutos). A analise estatistica foi feita por ANOVA e teste t de
student com p<0,05. * significa p<0,05 em relagdo ao controle interno (n=6); # significa
p<0,05 em relacao ao grupo controle externo (n=6) no mesmo periodo avaliado.
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5.2 Analise histoldgica dos grupos da perfusao renal

Na andlise histoldgica dos rins perfundidos com veneno total da Lachesis
muta muta na dose de 10ug/mL, foi observada a presenga focal de células com
nucleos picnéticos, indicativo de morte celular (Figura 28). Os glomérulos e tubulos
nao apresentaram deposicdo de material proteinaceo e os vasos e 0 intersticio
apresentaram aspecto normal semelhante ao observado nas laminas dos rins do

grupo controle (rins esquerdo ndo perfundidos) (Figura 27).

Figura 27 - Aspecto morfolégico normal dos rins do grupo controle (rins esquerdo) analisado
através de microscopia 6ptica (n=6; aumento de 400x e coloracdo de hematoxilina-eosina).
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Figura 28 - Aspecto morfolégico dos rins perfundidos com o veneno total da serpente
Lachesis muta muta (10ug/mL), analisado através de microscopia éptica, onde observa-se a
presenga focal de células com nulcleos picnéticos (setas) (n=6; aumento de 400x e
coloragéao de hematoxilina-eosina).
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5.3 Avaliacao da atividade do veneno total sobre as células MDCK

O veneno total da serpente Lachesis muta muta apresentou efeito citotoxico
sobre células tubulares renais (MDCK) apenas nas concentracées de 10ug/mL e
100ug/mL.

5.3.1 Ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT)

O veneno total da serpente Lachesis muta muta nas concentragdes de
10pg/mL e 100ug/mL, apds 24 horas de incubagéo, reduziu a viabilidade das células
MDCK a 38,60 £ 17,9% e 10,62 * 2,9%, respectivamente quando comparado aos
valores do grupo controle. Na concentracao de 1ug/mL nao foi observada nenhuma
alteracao significativa (Figura 29 e Tabela 12).
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Figura 29 - Efeitos do veneno total (1pg/mL, 10pg/mL e 100ug/mL) da serpente
Lachesis muta muta sobre a viabilidade das células tubulares renais (MDCK). Ensaio
com MTT. Os dados sao expressos por média + Erro Padrao Médio (E.P.M.) da absorbancia
e representam o percentual de células viaveis apés um periodo de incubacédo de 24 horas
com o veneno. Os dados foram avaliados através de Analise da Variancia (ANOVA), com
pds-teste de Dunnett’s (multipla comparagao entre os grupos). O critério de significancia
utilizado foi de p<0,05. * significa p<0,05 em relagdo ao grupo controle (n=9).

Grupos estudados

Grupo VT L. m. muta | VT L. m. muta | VT L. m. muta

Tempo(h) | ¢ontrole 1pg/mL 10pg/mL 100pg/mL
Média | EPM | Média | EPM | Média | EPM | Média | EPM
24h 100,00 | 3,551 | 107,5 | 13,97 | 38,60* | 17,90 | 10,62" | 2,913

Tabela 12 - Efeitos do veneno total (1pg/mL, 10pg/mL e 100pg/mL) da serpente
Lachesis muta muta sobre a viabilidade das células tubulares renais (MDCK). Ensaio
com MTT. Os dados sao expressos por média + Erro Padrao Médio (E.P.M.) da absorbancia
e representam o percentual de células viaveis apdés um periodo de incubacio de 24 horas
com o veneno. Os dados foram avaliados através de Andlise da Variancia (ANOVA), com
pds-teste de Dunnett’s (multipla comparacéo entre os grupos). O critério de significAncia
utilizado foi de p<0,05. * significa p<0,05 em relagao ao Grupo controle (n=9).
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5.3.2 Ensaio para atividade da Lactato Desidrogenase (LDH)

O veneno da Lachesis muta muta nao promoveu alteracdo significativa no
ensaio para atividade da LDH em nenhuma das concentragdes avaliadas (Figura 30
e Tabela 13).
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Figura 30 - Efeitos do veneno total (1pg/mL, 10pg/mL e 100ug/mL) da Lachesis muta
muta sobre a integridade da membrana das células tubulares renais (MDCK). Ensaio
da atividade LDH. Os dados sao expressos por média £ E.P.M. e representam a atividade
da enzima LDH liberada ap6s um periodo de incubacdao de 24 horas com o veneno. Os
dados foram avaliados através de Andlise da Variancia (ANOVA), com pés-teste de
Dunnett’s (multipla comparagéo entre os grupos). O critério de significancia utilizado foi de
p<0,05. * significa p<0,05 em relagéo ao grupo controle (n=9).
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Grupos estudados

VT L. m. muta VT L. m. muta | VT L. m. muta

Tempo(h) | Grupo controle 1ug/mL 10pg/mL 100pg/mL

Média | EPM | Média | EPM | Média | EPM | Média | EPM

24h 101,2 3,022 94,85 5,920 100,8 6,480 89,13 | 2,579

Tabela 13 - Efeitos do veneno total (1pg/mL, 10pg/mL e 100ug/mL) da serpente
Lachesis muta muta sobre a integridade da membrana das células tubulares renais
(MDCK). Ensaio da atividade LDH. Os dados sdo expressos por média + Erro Padrao
Médio (E.P.M.) e representam a atividade da enzima LDH liberada apdés um periodo de
incubacéo de 24 horas com o veneno. Os dados foram avaliados através de Andlise da
Variancia (ANOVA), com pos-teste de Dunnett’s (mdultipla comparagéo entre os grupos). O
critério de significancia utilizado foi de p<0,05. * significa p<0,05 em relagdo ao grupo
controle (n=9).
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6 DISCUSSAO

Como visto na introducédo, o envenenamento laquético é pouco freqiiente e
contribui com apenas 1,4% do total de acidentes ofidicos notificados em todo o
Brasil (MS/FUNASA, 2001) e somente com 0,2% dos envenenamentos com animais
peconhentos encontrados no Ceara (FEITOSA et al., 1997).

No entanto, a despeito destas estatisticas, os acidentes laquéticos séo
considerados graves e passiveis de acontecer em qualquer area da Mata Atlantica
brasileira, do Rio de Janeiro ao Rio Grande do Norte e Ceara (FEITOSA et al., 1997;
DE FREITAS et al., 2005), bem como em toda a Regido Amazénica.

No envenenamento provocado por picada de surucucu sédo evidentes dor
fortissima e edema no local com repercussao precoce (20 minutos) no aparelho

gastrointestinal (vdmito e diarréia) e cardiovascular (hipotensao).

De acordo com a severidade do acidente ou sensibilidade do paciente podem
ocorrer ainda complicagdes sistémicas como bradicardia, choque cardiovascular,
incoaguabilidade sanguinea, hemdlise e disturbios renais (FRANCA e FAN, 1992;
MALAQUE et al., 2003; RUCAVADO et al.,1999).

Embora o quadro de Insuficiéncia Renal Aguda (IRA) seja pouco frequente
nos acidentes laquéticos, a prevencao da IRA deve ser tentada em todo paciente
acidentado por animal peconhento. Deve ser realizada pela administragdo precoce
do antiveneno especifico; tratamento da hipotensao arterial; tratamento do choque e
manutencao de um estado de hidratacdo adequado. Considera-se que este ultimo
objetivo € alcangado quando o fluxo urinario é de 1 ml a 2 ml/kg/hora nas criangas e
de 30 a 40 ml/h nos adultos (MS/FUNASA, 2001).

Na experimentacdo em rim isolado de rato, a analise da urina, do perfusato,
dos parametros funcionais e da histopatologia é util para estabelecer um perfil
razoavel dos efeitos funcionais e morfol6gicos de uma substancia sobre o rim. Com
as informagdes obtidas dessas anadlises, pode-se estabelecer a identificagdo do

local, da natureza e da extensdo da lesao nefrotoxica.
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Em virtude da auséncia literaria de estudos com o veneno da serpente
Lachesis muta em sistema de perfusado renal, tentaremos aqui especular os seus
mecanismos de acao sobre os parametros funcionais renais através da comparacao
entre os resultados encontrados no presente trabalho, os achados dos efeitos renais
de venenos do género Bothrops, estudados por outros pesquisadores do grupo
(LAFAVET) e informagdes presentes na literatura cientifica.

E notério que os venenos de Bothrops e Lachesis possuem diferencas tanto
quantitativas quanto qualitativas. No entanto, os sintomas clinicos provocados pelos
venenos destas serpentes apresentam varias semelhancas (DE MOURA et al,
1998). Além disso, observa-se que em ambas as pec¢onhas s&o encontradas
grandes quantidades de substéncias com atividade proteolitica que tem sido
correlacionada com a patogénese dos principais efeitos locais e sistémicos (FOX et
al., 2006). Estudos de protebmica e de espectroscopia de massa revelaram que
51,5% e 14,0% dos componentes protéicos do veneno da Bothrops jararaca sao
metaloproteinases e serinoproteinases, respectivamente. Estudos semelhantes
relacionados a composicao protéica do veneno de Lachesis muta demonstraram que
as metaloproteinases representam 31,9 % dos constituintes protéicos e as

serinoproteinases contribuem com 31,2% (SANZ et al., 2008).

Os resultados vasculares obtidos no sistema de rim isolado revelaram
reducdo significativa da pressdo de perfusdo e resisténcia vascular renal nos
periodos de 60 e 90 minutos, sendo que aos 120 minutos estes parametros
normalizaram-se. Houve reducgao do fluxo urinario e do ritmo de filtracao glomerular
aos 60 minutos, com tendéncia de aumento aos 90 minutos, tornando-se
significativo aos 120 minutos. Nos parametros eletroliticos relativos ao transporte de
sodio, de cloreto e de potassio houve reducdo significativa em todos os periodos
analisados (60, 90 e 120 min.), além de aumento nao significativo do clearance

osmotico aos 90 minutos, mas significativo aos 120 minutos.

HAVT et al. (2001), descrevem que o0 veneno da serpente Bothrops
jararacussu (10 pg/mL) em rim isolado de rato causou diminuicdo significativa da
pressdao de perfusdo renal e resisténcia vascular renal aos 90 e 120 min. e
decréscimo do transporte tubular de sodio e potassio em todos os periodos

analisados. No entanto, este veneno promoveu aumento significativo do ritmo de
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filtracdo glomerular e do fluxo urinario apenas no periodo de 120 minutos. Também
foi demonstrado que a dexametasona foi incapaz de bloquear os efeitos do veneno
no rim, enquanto o WEB 2086 (um antagonista do receptor do fator de ativagao

plaquetaria) bloqueou seus efeitos no RFG, FU e %TK".

Curiosamente, MONTEIRO e FONTELES (1999) usando o mesmo sistema de
perfusédo renal e avaliando a agao do veneno da Bothrops jararaca nao observaram
nenhum aumento no FU e RFG na concentragdo de 10 ug/mL. De maneira oposta, o
veneno desta serpente na dose supracitada promoveu um intenso decréscimo
destes dois parametros.

BRAGA (2006), mostrou que o veneno da B. insularis produziu uma queda em
todos os parametros renais avaliados. Houve queda nos parametros vasculares,
pressdo de perfusao e resisténcia vascular renal; nos parametros funcionais renais,
fluxo urinario e ritmo de filtracdo glomerular; nos parametros eletroliticos relativos ao
sodio e ao cloreto, sem alteracao significativa nos de potassio; e queda no clearance

osmbético.

O veneno da Bothrops moojeni alterou mais intensamente os parametros da
funcédo renal que o veneno da Bothrops jararaca. Usado na concentragdo de 10
pug/mL ele induziu redugdo significativa da pressao de perfusdo, da resisténcia
vascular renal e dos transportes de sédio, de cloreto e de potassio. Em contraste,
produziu uma diurese intensa que nao foi observada na perfusdo em rim isolado de
rato com o veneno da Bothrops jararaca (BARBOSA et al., 2002).

Note que apesar dos estudos citados anteriormente terem avaliado a agao de
venenos pertencentes a serpentes do mesmo género, eles apresentaram
semelhancas quanto aos parametros vasculares, mas alguns diferiram quanto aos
parametros de funcéo renal (FU, RFG, %TNa", %TK", %TCI) (Tabela 14).
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Tabela 14 - Alteragbes vasculares, urinarias e eletroliticas apresentadas por venenos de
serpentes do género Bothrops em rim isolado de rato.

B. jararacussu B. moojeni B. jararaca B. insularis
(10 pg/mL) (10 pg/mL) (10 pg/mL) (10 pg/mL)

PP v v v v

RVR

FU
RFG

%TNa*

“«— — — <«

%TK*

“«— — > > <«

%TCI

Cosm v '

“« — — > >

PP= pressdo de perfusdo; RVR= resisténcia vascular renal; FU= fluxo urinario; RFG= ritmo de
filtracdo glomerular; %TNa'= percentual de transporte de sédio; %TK'= percentual de transporte de
potéssio; % TCI'= percentual de transporte de cloro; Cosm= clearance osmético.

¢ Reducéo do parametro; f Elevacao do parametro; Auséncia de seta = sem efeito.

Estes achados da perfusdo renal corroboram com varios dados descritos na
literatura. Como ja é bastante difundido, os venenos botrépicos sdo caracterizados
por promoverem hipotensdo em diversos casos de acidentes envolvendo as
serpentes desse género. Os mecanismos que promovem esse vaso-relaxamento

sistémico podem ser os mesmos que afetam a pressao de perfusdo renal.

Os potenciadores da bradicinina presentes nos venenos Bothrops, ja bem
estudados por FERREIRA (1992), que influenciam na produgéo renal de bradicinina

seguida de 6xido nitrico, poderiam explicar esta queda.

Os BPPs também estdo presentes em abundancia na pegonha do género
Lachesis. No veneno de Lachesis muta, por exemplo, eles, juntamente com um
peptidio natriurético tipo-c, representam 14,7% da sua composi¢céo protéica (SANZ
et al.,, 2008).
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SOARES et al., 2005 identificou 5 (cinco) BPPs (Lm-BPP 1, Lm-BPP 2, Lm-
BPP 3, Lm-BPP 4 e Lm-BPP 5) e 1(um) peptidio natriurético do tipo C (Lm-CNP) no

veneno de Lachesis muta.

No acidente laquético, o efeito sinérgico destas moléculas resultaria em
vasodilatagao, contribuindo significativamente com o quadro geral de toxicidade do
veneno. Essas substancias propiciariam a rapida difusao das toxinas do veneno no
sistema circulatorio, assim como o estabelecimento de um quadro de choque
hipotensivo que é a principal causa de morte da presa ou vitima (RIBEIRO e
JORGE, 1997).

Desse modo, os BPPs e o CNP presentes no veneno da Lachesis muta
podem estar envolvidos na reducgdo transitéria da pressdo de perfusdo e da

resisténcia vascular observada na perfusao renal.

Outro possivel mecanismo que explicaria os resultados encontrados na PP e
RVR seria a destruicdo de estruturas teciduais renais por acado proteolitica do
veneno, induzindo a liberacdo de uma série de mediadores inflamat6rios com
propriedades vasoativas (CHAVES et al., 2005).

Nos acidentes ofidicos ocorrem reagdes inflamatérias intensas com a
liberacao de muitos mediadores inflamatérios como as prostaglandinas, as citocinas,
a bradicinina, as fracdes do complemento e o fator de agregacdo plaquetaria
(BARRAVIERA et al., 1995).

A PGE, e a PGl tém acao vasodilatadora no rim (FOEGH e RAMWELL,
2001; KRAMER et al., 1985). Infusdes intrarenal de prostaglandinas aumentaram o
fluxo sanguineo renal e produziram efeito natriurético, inibindo a reabsorcao tubular
de sbdio e na alga ascendente de Henle reduziram o transporte tubular de cloro
(SIMMONS et al., 2004).

Por ndo termos realizado estudos com fragcbes isoladas do veneno da
Lachesis muta muta, ndo podemos afirmar que a reducdo dos parametros
vasculares renais observada nos experimentos é devido a um componente
especifico. Mesmo com essa limitagdo, como verificado por PETRICEVICH et al.

(2000), outros mediadores como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina



80

-1 (IL-1), IL-6, IL-10 e interferon gama (IFN-y) podem estar envolvidos nesse
processo de diminuicao da PP e RVR.

Esses mediadores inflamatérios com potencial relaxante podem ter
contribuido para a reducédo da resisténcia vascular renal e pressdo de perfusédo

observados apés a administracdo do veneno da Lachesis muta muta.

O veneno da L. m. muta na dose de 10ug/mL mostrou ser capaz de promover
uma diminui¢ao transitoria da PP e da RVR, o que, isoladamente, poderia explicar a
reducdo do FU e do RFG ocorrido no periodo de 60 minutos. Além disso, essa
diminuicdo transitéria da PP e da RVR poderia provocar isquemias em algumas

areas dos rins e, assim promover lesao renal de modo indireto.

Entretanto, a intensa diurese promovida pelo veneno da L. m. muta foi
independente da reducdo da pressao de perfusdao. Logo, outros agentes
desencadearam o aumento do FU e RFG.

Talvez este aumento do fluxo urinario seja devido a acao sinérgica ou isolada
dos seguintes fatores: 1° - A presenca de substadncias que promoveriam
especificamente diurese como o peptidio natriurético do tipo C (Lm-CNP) encontrado
no veneno da Lachesis muta (HAVT et al. (2001) por exemplo atribuiu a acao
diurética do veneno da Bothrops jararacussu ao PAF); 2° - A agdo natriurética das
prostaglandinas (PGE: e PGil,) sintetizadas pelo rim apds injuria renal; 3° - A perda
da fungcdo de transporte das células epiteliais tubulares em virtude de leséo renal
promovida por uma acao citotoxica do veneno, o que levaria a uma reducao dos
transportes de soédio, de cloreto e de potassio com conseqliente aumento do
clearance osmético, FU e RFG.

A patogénese da lesdo renal é complexa e nos acidentes ofidicos ha dois
possiveis mecanismos de agdo, que € a acao direta do veneno no rim e os efeitos
inflamatorios resultantes da liberagdo de varias citocinas e mediadores (FERREIRA
et al., 1992). Fosfolipases promovem a liberagdo de corticosterdides e resposta de
fase aguda ao estimulo. Histamina, cininas, eicosandides, fator de ativacao
plaquetario, catecolaminas e endotelina estdo envolvidos como mediadores.
Metaloproteinases dependentes de zinco induzem a liberagéo inicial de fator de
necrose tumoral. Todos esses mediadores s&o o passo inicial para o
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desenvolvimento das complicacdes teciduais renais, incluindo a IRA (SITPRIJA,
2006).

Na anadlise histolégica dos rins perfundidos com veneno total da Lachesis
muta muta na dose de 10ug/mL, a presenca focal de células com nucleos picnéticos
foi a Onica alteragdo visualizada (Figura 28). Esses achados histologicos séo
sugestivos de morte celular (apoptose/necrose).

Poderiamos inferir que a morte das células dos tubulos renais observada no
presente estudo pudesse ser consequéncia de hipoperfusdo renal promovida pelo
veneno, ja que houve diminuicdo da PP. No entanto, essa hipétese é questionavel
por dois aspectos: 1°- em virtude do carater transitério de redugao da PP, somente
no periodo de 90 minutos observa-se pressdo de perfusdo menor que 80 mmHg
(pressé@o que caracteriza hipoperfusao renal - GUYTON & HALL, 2002); 2° - os
resultados dos experimentos com as células MDCK comprovaram a acao citotéxica
renal do veneno da Lachesis muta muta. As células MDCK constituem uma
linhagem celular bem estabelecida e s&o freqlentemente empregadas para
investigar as respostas celulares a agentes toxicos e venenos (CHAN et al., 1989;
COLLARES-BUZATO et al, 2002; PEIXOTO e COLLARES-BUZATO, 2005;
SCHWERDT et al., 2004).

O veneno total da serpente Lachesis muta muta apresentou efeito citotoxico
sobre as células tubulares renais (MDCK) ap6s 24 horas de incubagédo apenas nas
concentrag6es de 10ug/mL e 100pg/mL.

DAMICO et al. (2007), também avaliaram a citotoxicidade do veneno da
serpente Lachesis muta muta em cultura de células MDCK. Os seus resultados
mostram que a concentracao de 10ug/mL reduziu de modo significativo a viabilidade
celular a 75% (valor aproximado) apos 3 horas de incubacéo e a aproximadamente
65% apds 24 horas de exposicdo ao veneno. A concentracdo de 100ug/mL do
veneno diminuiu significativamente a viabilidade celular a 70,2 + 3,4% apoés 1 hora
de incubagéo e a 15% apo6s 5 horas. Ao analisar estes resultados, os autores
concluiram que a concentragcado de 10ug/mL reduziu significativamente a viabilidade
celular de maneira independente do tempo. No entanto, o decréscimo da viabilidade
celular provocado pela concentragdo de 100ug/mL foi tempo dependente.
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No trabalho supracitado, para investigar se o veneno alterou a fungcdo de
barreira epitelial foi determinada a resisténcia elétrica transepitelial (Rr) através da
monocamada de células MDCK. O veneno provocou reducao da Rr em todas as
concentracbes analisadas. A determinacdo deste parametro biofisico fornece
informagdes gerais sobre a integridade e funcionalidade da barreira epitelial (KOTYK
AND JANACEK, 1977; LO et al., 1999). Logo, alteracées neste parametro indicam
que pelo menos um dos seguintes parametros da monocamada de células MDCK foi
alterado: viabilidade celular, permeabilidade da membrana celular, permeabilidade

das jungdes celulares e/ou adesao das células ao substrato.

O veneno da L. m. muta afetou significativamente a viabilidade celular e
adesao celular, tornando plausivel a sugestdo dos autores de que as alteragoes
destes dois parametros seriam o0s principais responsaveis pelo decréscimo da
resisténcia elétrica transepitelial. Também foi sugerido que
metaloprotreinases/desintegrinas do veneno poderiam estar envolvidas no
destacamento das células MDCK do substrato apds exposicao ao veneno (DAMICO
et al., 2007).

Através da andlise dos nossos resultados podemos notar que o veneno total
da L. m. muta (10ug/mL) apresentou efeito citotoxico sobre as células MDCK maior
que os obtidos por DAMICO et al., 2007. Desconsiderando o elevado EPM dos
valores de viabilidade encontrados para esta concentracdo (38,60 + 17,9%) é
importante salientar que diferencas na composicdo do veneno usado em nOSSO
trabalho e nos experimentos realizados por DAMICO et al., (2007), também podem

contribuir para a diferenga dos valores encontrados.

Além dos achados histolégicos e dos resultados sobre as células MDCK,
especula-se que a lesdo a nivel tubular tenha sido responsavel pelos efeitos renais
observados ao avaliarmos o clearance osmético, que € a capacidade de depuracao
renal em relacdo as moléculas osmoticamente ativas. Observa-se aos 120 minutos
apods a administracdo do veneno um aumento de 7,9 vezes desse parametro em
relacdo ao grupo controle interno e de 6,7 em relagdo ao grupo controle no mesmo
periodo. Esse aumento pode ser devido a disfungao tubular promovida pela perda
de viabilidade das células tubulares, ndo permitindo a reabsorcao de eletrélitos como
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0 sodio, que tem grande capacidade de carrear agua, levando a um aumento do

clearence osmoético bem como do FU e do RFG.

No entanto, serda importante a realizacdo de estudos adicionais
correlacionando a toxicidade do veneno e o tempo de exposi¢cao das células renais
as toxinas, para podermos responder a seguinte questdo: Até que ponto a redugéo
da viabilidade das células epiteliais tubulares durante o experimento pode influenciar

nos resultados encontrados para o fluxo urinario e ritmo de filtragdo glomerular?

Um resultado adicional ainda ndo descrito aqui foi o encontrado para a
atividade da lactato desidrogenase. O veneno da Lachesis muta muta ndo promoveu
liberagao da enzima citoplasmatica LDH em nenhuma das concentragfes avaliadas.
Tal resultado revela que ndo houve rupitura das membranas das células epiteliais
tubulares (MDCK) in vitro.

A perda da integridade da membrana celular pela peroxidagéo lipidica € uma
caracteristica morfolégica marcante da necrose celular. Neste caso, ocorre
extravasamento do conteludo citoplasmatico para o meio extracelular com

consequente processo inflamatdério local (PERES e CURI, 2005).

Logo, em vista destes resultados, seria razoavel sugerir que a morte celular
observada na cultura de células MDCK e nos rins, pela presenga focal de células
com nucleos picnéticos, estaria relacionada com mecanismos apoptéticos, pois na

apoptose a membrana da célula permanece integra e ndo ha inflamagéo.

Porém, deve-se ressaltar que ha diversos padrbées celulares associados a
necrose, dependendo do tipo celular em questdo, do agente lesivo e de sua
concentragdo (WYLLIE et al., 1980; POMPEIA, 2000). Assim, o mecanismo de morte
celular (apoptose/necrose) observada em nossos experimentos tem carater

inconclusivo, sendo necessario a realizagéo de estudos adicionais.

Dado o efeito hipotensivo e diurético encontrado, sugere-se a investigacgao,
apés o fracionamento do veneno, de peptideos que possam ser capazes de
promover especificamente essas acgbes, sem agbes deletérias, para que dessa
forma os mesmos possam ser utilizados como potenciais ferramentas

farmacologicas.
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7 CONCLUSAO

» O veneno total da Lachesis muta muta na concentracdo de 10ug/mL alterou
todos os parametros renais avaliados no sistema de rim isolado de rato, induzindo

hipotens&o transitoria e intensa diurese.

» O veneno total da Lachesis muta muta (10pg/mL) provocou a morte
(apoptose/necrose) de células epiteliais tubulares.

» As concentragbes de 10ug/mL e 100ug/mL do veneno total da Lachesis muta

muta sao citotdxicas sobre as células MDCK apés 24 horas de incubacgao.

> A citotéxicidade do veneno total da Lachesis muta muta sobre as células
MDCK ¢é dependente da sua concentracao.

» A agédo citotdéxica observada no veneno total da Lachesis muta muta nao

promove a lise das membranas celulares das células MDCK.
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9 ANEXO

» Substancias utilizadas na perfuséo renal
> Nos experimentos com perfusdo renal utilizamos as substancias abaixo.

NaHCO; (Synth)
NaH>PO4.H-O (Synth)

NaCl (Synth)

MgSQO, . 7H.O (Reagen)
CaCl; . 2H,0 (Reagen)
Manitol (Reagen)

Uréia (Reagen)

KCI (Merck)

Glicose (Squibb)

Penicilina G Potassica Cristalina (Squibb)
Heparina (CEME)

Inulina (Sigma)

Pentobarbital Sodico (Cristalia)

Albumina Bovina

» Solucao de Krebs-Henseleit

114.0mM de NaCl; 4.96mM de KCI; 1.24mM de KH2POy4; 0.5mM de MgSO4.7H20;
24.99mM de NaHCOQOg3; 2.10mM de CaCl,.2H,0; e 3.60mM de glicose



