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RESUMO

Peconhas de Hymenoptera, particularmente das familias Apidae (abelhas) e
Vespidae (vespas), sdo uma rica fonte de peptideos e proteinas com atividades
biolégicas. A espécie Polybia Paulista € uma vespa social neotropical muito
agressiva e endémica no Sudeste do Brasil. O objetivo deste trabalho foi estudar os
efeitos renais e vasculares induzidos pelo veneno da Polybia paulista (VPp). Foram
utilizados ratos (n = 4) machos Wistar pesando entre 250 e 300g, cujos rins foram
isolados e perfundidos com Solugdo de Krebs-Henseleit modificada contendo 6g9%
de albumina bovina previamente dialisada. A menor concentragdo (1ug/mL) n&o
apresentou efeito nos parametros avaliados. Porém, a concentragdo de 3ug/mL
produziu um aumentou na pressao de perfusédo renal (PP), na resisténcia vascular
renal (RVR), no fluxo urinario (FU) e no ritmo de filtragcdo glomerular (RFG). Foi
também observada uma reducdo aos 60’ no percentual de transporte tubular de
sédio (% TNa®). Na avaliagdo histologica do rim perfundido com VPp foi observado
depodsito de proteinas nos tubulos renais e nos espagos urinarios, bem como regides
focais de necrose/apoptose. A citotoxidade do veneno da Polybia paulista em cultura
de células MDCK foi analisada através do ensaio colorimétrico com sal de
tetrazolium (MTT). O veneno promoveu um efeito citotdxico dependente de
concentragdo com um valor de I1Csg de 25.81ug/mL. Também foram mensurados os
niveis de lactato desidrogenase (LDH) e observado um aumento significativo nas
maiores concentragdes estudadas. No estudo em leito mesentérico a pressédo de
perfusdo foi mensurada através de um transdutor de pressao. O efeito vascular do
VPp (3ug/mL) ndo alterou a pressdo basal, na concentragdo de 10ug/mL, foi
observado um aumento pressérico discreto e na concentragdo de 100 ug/mL, foi
observado um acentuado aumento na pressdo de perfusdao basal. O efeito
vasoconstritor observado no estudo renal e em leito mesentérico, também foi
demonstrado no protocolo de anel de aorta, sendo observado de maneira
concentracdo dependente, um aumento do tbnus basal apés a infusdo do VPp. Em
conclusdo, o VPp causou nefrotoxidade, sugestivo de uma agao direta com morte
celular em células do tubulo renal por necrose. O efeito vascular contratil que
envolve influxo de calcio através de canais operados por voltagem, provavelmente é
mediado pela ativagao de receptores alfa adrenégicos.

Palavras-chave: Venenos de Vespas. Rim. Vasos Sanguineos.



ABSTRACT

Hymenoptera poisons are particularly found in the Apidae (bees) and Vespidae
(wasps) families, they have some rich peptides and proteins with important biological
activities. The species of Polybia paulista is a very aggressive social wasp and is a
neotropical endemic in the Southeast of Brazil. The objective of this present work
was to study the renal effects and the vascular reactivity induced by the poison of
Polybia paulista (VPp). Isolated kidneys from Wistar rats weighing between 250 to
300g were perfused whith Krebs-Henseleit solution containing 6g% of previously
dialysed bovine serum albumin. The lowest venom concentration (1ug/mL) did not
showed any effect. However, the highest concentration (3ug/mL) produced an
increased in the perfusion pressure (PP), renal vascular resistance (RVR) urinary
flow (UF) and glomerular filtration rate (GFR). It was also observed a reduction at 60’
in the percentile of tubular transport of sodium (% TNa®). The histological evaluation
of the kidney with VPp demonstrated deposit of proteins in the renal tubules and in
the urinary spaces, as well as, focal areas of necrosis/apoptosis. The analysis of
cytotoxic effects of the Polybia paulista venom on MDCK cells was performed by the
rehearsal colorimeter with tetrazolium salt (MTT) method. The venom promoted a
concentration-dependent cytotoxic effect with an 1Csy value of 25.81ug/mL. Also the
levels of lactic dehydrogenase (LDH) were measured and a significant increase was
observed in the largest studies concentrations. The study in mesenteric bed showed
a variable perfusion pressure that was measured by means of a pressure transducer.
The vascular effects of Polybia paulista venom (3ug/mL) did not alter the basal
perfusion pressure in isolated arteriolar mesenteric bed. The venom concentration of
10ug/mL demonstrated an accentuated increase in the pressure, and at the highest
concentration (100 pg/mL) it was found a great increase in the basal perfusion
pressure in isolated arteriolar mesenteric bed. The vasoconstriction effects observed
in the renal study and in mesenteric bed were also demonstrated in the aortic ring
assay in witch, has being observed an induced concentration-dependent contraction
in the basal tonus after the infusion of VPp. In conclusion, VPp caused nefrotoxicity,
suggestive of a direct action within cellular death by necrosis in the renal tubule cells.
The contractile vascular effect that involves calcium influx through a voltage operated
channels, is probably mediated by the activation of alpha adrenergic receptors.

Keywords: Wasp Venoms. Kidney. Blood Vessels.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideragbes Gerais

O Brasil € um pais com caracteristicas climaticas e geograficas muito
variadas, possuindo assim, uma ampla diversidade biolégica. Desta forma, é
considerado como um ambiente rico para diversos estudos com produtos naturais,
0s quais constituem uma fonte importantissima de novos compostos para serem
utilizados na terapéutica. A pesquisa por novos farmacos cresceu bastante nos
ultimos anos, principalmente a partir de substancias bioativas extraidas de plantas e
animais (PALMA et al., 2009).

Toxinologia, uma ciéncia em continua expansdo no Brasil e no mundo,
corresponde ao estudo de toxinas derivadas de microrganismos, plantas, animais e
suas consequéncias no organismo humano. Estdo inseridos nesse contexto as
plantas toxicas, as bactérias, os fungos produtores de toxinas, as serpentes,
escorpides, abelhas, vespas, animais marinhos e aranhas. (BARRAVIERA, 1994;
MEBS, 2002). As toxinas estao, normalmente, envolvidas em mecanismos de defesa
contra inimigos. O estudo com toxinas contribui para a descoberta de ferramentas
farmacoldgicas, assim como para a compreensdo do seu mecanismo de agao
proporcionando a melhoria nos protocolos de tratamento de pacientes envolvidos em
acidentes com esses seres vivos (LEWIS; GARCIA, 2003).

Pesquisas com toxinas de origem animal tém contribuido muito na
compreensao de problemas vasculares, neuroldogicos, processos inflamatérios,
analgesias, processos alérgicos, asma entre outros. Venenos de invertebrados tém

interesse como potencial fonte de substancias bioativas (MORTARI et al., 2007).

Desde o tempo dos Hebreus, Gregos e Egipcios, ha relatos da importancia
econdmica dos insetos sociais (WILSON, 2007). No entanto, somente dezenove
séculos apos o inicio da Era Cristd (ou Era Comum), os venenos desses animais

despertaram interesses de pesquisadores (SPRADBERY, 1973).
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Os insetos sdao 0s mais numerosos grupos de animais da biosfera podendo
ser classificados de acordo com suas relagbes com o homem, como insetos uteis e
nocivos (GARCIA, 1999). Juntamente com os crustaceos e outros artrépodes,
compdem cerca de 70% das espécies existentes no planeta, sendo que a Classe
Insecta, sozinhos, possuem diversidade maior que qualquer outro animal terrestre ja
descrito até os dias de hoje (LIMA; de LIMA; PREZOTO, 2000).

Os insetos possuem uma diversidade quimica em seu veneno, que é utilizado
na defesa contra predadores. Em geral, os insetos possuem a capacidade de
metabolizar compostos organicos oriundos de plantas, que sao adquiridos durante
sua dieta alimentar, e esses compostos tornam-se potencialmente uteis no
mecanismo de defesa (LIMA; de LIMA; PREZOTO, 2000).

A classe Insecta, pertencente ao filo Artropoda (do grego arthros ou
articulagao + podos ou pé), € composta por mais de um milhdo de espécies e sdo os
mais importantes inverterbrados, podendo viver em ambientes secos e umidos. A
ordem Hymenoptera é formadora de mais de 200.000 espécies, da qual possui
interesse clinico significativo, uma vez que muitos envenenamentos de importancia
médica sdo causados por membros pertencentes as familias Apidae (abelhas),
Formicidae (formigas) e Vespidae (vespas) (STEEN et al., 2005).

Os artréopodes destacam-se por sua diversidade e abundancia. Os aspectos
fisiopatoldgicos, epidemioldgicos e ambientais de grupos de artrépodes como
aranhas, insetos e centopéias em regides tropicais sdo escassos de estudos na
literatura (FREITAS et al., 2006).

Esher et al. (2001), demonstraram que 32,6% dos acidentes por ferroadas de
Hymenoptera sdo ocasionados por vespas, 28,2% por abelhas e 26,8% por
formigas. Na Europa, a prevaléncia de individuos alérgicos a esse tipo de veneno é
de aproximadamente 20% e a incidéncia de casos fatais varia de 0,1 a 0,5 por
milhdo de habitantes por ano, resultando em cerca de 100 mortes / ano. No Brasil,

ocorrem entre 1 e 5 casos fatais por ano (PEDRO, 2005).
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Até a década de 80, os dados disponiveis sobre acidentes com animais
peconhentos no Brasil eram obtidos, fundamentalmente, através de relatos. Sendo
assim, a incidéncia desses acidentes é desconhecida, porém a hipersensibilidade
provocada por picada de insetos tem sido estimada, na literatura médica, em valores
de 0,4% a 10% nas populagdes estudadas (BRASIL, 2001). Venenos de
Hymenoptera sao responsaveis por 9,3-28,5% dos casos de sensibilizagdo com
predominancia em paises tropicais (ANTONICELLI et al., 2002). Como grande parte
dos acidentes ocorridos por vespas acontece na zona rural, os dados
epidemiologicos sao esparsos e incompletos (BRASIL, 2001; BOCHNER;
STRUCHINER, 2002).

A partir de 1988, os acidentes provocados por aranhas, escorpides, abelhas,
vespas e outros animais peconhentos de interesse médico-sanitario passaram a ser
de notificacdo obrigatéria, fazendo parte do Programa de Controle dos Acidentes por
Animais Peconhentos e no ano de 2001 essas notificacbes passaram a ser
voluntario (BOCHNER; STRUCHINER, 2002).

1.2 Familia Vespidae

1.2.1 Taxonomia e distribuigcdo geografica

A familia Vespidae esta distribuidas em seis subfamilias, trés de habitos

sociais e trés de habitos solitarios, como demonstra na figura 1 (RICHARDS, 1978;
CARPENTER; MARQUES, 2001).
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i Hymenoptera
o ‘ ,
N B - -/
H“‘-‘F f,.—-“'
‘g Apidae Vesbid Formicidae
1 espidae
=‘
Sociais Solitarias
E Stenogastrinae Euparagiinae
L Vespinae Masarinae
7 Pollstinae Eumeninae

Figura 1 - Fluxograma para identificacdo das familias e subfamilias da ordem
Hymenoptera.
Fonte: UNESP, 2009

A subfamilia Vespinae, distribuida por toda América do Norte, sudoeste
Asiatico, Europa, india e parte da Africa, e a subfamilia Polistinae, distribuida
pela Austrdlia, india, Africa, America do Sul e Central, contém a maioria dos
vespideos sociais enquanto que a subfamilia Stenogastrinae possui cerca de
40 a 60 espécies distribuidas pelo sudoeste Asiatico (AKRE; REED, 1999 apud
BUZIN, 1999).



21

No Brasil, ocorre somente a subfamilia Polistinae, sendo esta, formada por
trés tribos, a Polistini, formada por um unico género Polistes; a Mischocyttarini,
também formada por um unico género Mischocyttarus; e a Epiponini, que engloba
diversos géneros (figura 2) (UNESP, 2009).

SUBFAMILIA TREO GENERC
Polistini Polistes
Mischocyttanni . Mischocyttatus
B Ageloia ) nomeles
Polistinae - Angiopolybia Metabolybia
APD’;:” Nectarinella
gste:eca Parachartergus
_— C’;, ac,tygflstr 9 polybia
piponini  —= areginus — peotonectaring
g:artergeﬂus Protopolybia
Cl AEIGUS psoudopolybi
ypeara Syneca
Epipona

Figura 2 - Fluxograma para identificagdo das tribos e seus géneros pertencentes a
subfamilia Polistinae.
Fonte: IBILCE, 2009

No Brasil ha representantes de todos os géneros de Epiponini, com 226
espécies descritas e aproximadamente 150 delas ocorrendo na regido sudeste do

pais (quadro 1) (CARPENTER; MARQUES, 2001; IBILCE, 2009).
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Quadro 1 - Demonstracao dos géneros da tribo Epiponini e sua ocorréncia no Brasil.

Géneros Quantidades de espécies com ocorréncia no Brasil
Agelaia 24 espécies do México até norte Argentina. No Brasil: 15 espécies
) ] 4 espécies encontradas no Panama até a Bolivia. No Brasil: 3 espécies
Angiopolybia .
descritas
Apoica 8 espécies do México até a Argentina. No Brasil: todas as 8 espécies
3 espécies descritas encontradas desde a Colémbia até a Bolivia,
Asteloeca
inclusive no Brasil
16 espécies distribuem-se do sudoeste do EUA até a Argentina. No Brasil
Brachygastra o
11 espécies
Charteginus 6 espécies de Honduras até a Bolivia. No Brasil: 2 espécies

8 espécies distribuidas do sudeste do Brasil até a Costa Rica. No Brasil: 6
Chartergellus

espécies
3 espécies presentes do sul do Brasil até o Paraguai. No Brasil: 3
Chartergus .
espécies
Clypearia 8 espécies presentes do México até Bolivia. No Brasil: 7 espécies
Epipona 4 espécies distribuidas do México até a Bolivia. No Brasil: 3 espécies
Leipomeles Apenas 4 espécies abrangendo desde o Brasil até a Costa Rica
Metabolybia 15 espécies desde o México até o Paraguai. No Brasil: 7 encontradas
Nectarinella Abrange 2 espécies. Uma encontrada na Costa Rica e outra do Brasil
Parachartergus 16 espécies distribuidas do México até a Argentina. No Brasil:10 espécies
Polvbi Dividido em 11 subgéneros com 57 espécies encontradas dos EUA &
olybia
y Argentina. No Brasil sdo descritas 44 espécies.
Protonectarina Apenas 1 espécie distribuida do Brasil até a Argentina
. 30 espécies encontradas desde a Guatemala até a Argentina. No Brasil:
Protopolybia o
15 espécies
. 4 espécies com distribuicdo desde a Nicaragua até a Bolivia. No Brasil: 3
Pseudopolybia o
espécies
5 espécies encontradas desde o México até a Argentina. No Brasil: 4
Synoeca

espécies

Fonte: IBILCE, 2009
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1.2.2 Caracteristicas da Familia Vespidae

As vespas possuem uma caracteristica marcante, assim como todas as
fémeas de Hymenoptera, que é a presencga de ferrdo. Nos acidentes com vespas, 0s
ferrdes com as glandulas produtoras do veneno n&o permanecem na pele apds a
picada (ANDENA, 2007).

Morfologicamente as vespas apresentam o corpo dividido em cabeca, torax e
abdome (figura 3). O abdémen é afilado existindo entre ele e o térax uma estrutura
relativamente alongada, chamada pedicelo e popularmente conhecida como
“cintura”, tornando seus corpos mais esbeltos e aerodinamicos para a cacga,
diferenciando-as das abelhas (BRASIL, 2001; ANDENA, 2007).

Figura 3 - Foto de vespas demonstrando a ligagéo entre térax e abdémen com uma
cintura fina, patas sem pelos.
Fonte: http://www.desinsetlaglos.com.br
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Amplamente distribuidas, exceto nas regides mais geladas, podem ser
classificadas de acordo com a sua organizagao social, em solitarias e sociais. No
Brasil, muitas dessas espécies também sao chamadas de maribondos. O grupo das
vespas solitarias inclui as parasitdides e/ou predadoras de invertebrados, como
lagartas, grilos, percevejos, embora os adultos possam se alimentar de néctar ou
polen. (ANDENA, 2007; PREZOTO, 2008). Algumas espécies carregam as presas
para seus ninhos (figura 4).

A

Figura 4 - Vespa solitaria (Eumeninae) transportando lagarta de borboleta recém-

capturada (A), e ninho de barro, construido também por vespa solitaria (B).
Fonte: PREZOTO, 2008

Os ninhos das vespas sociais, formado por um ou mais favos feitos de um
tipo de pasta que tem consisténcia de papel, podem ser construidos embaixo de
folhas, em troncos de arvores e em areas urbanas, seja em constru¢gdes humanas
ou em plantas de pracas e jardins (figura 5). As vespas para construir seus ninhos
geralmente usam fibras vegetais decompostas. Elas trituram as fibras nas
mandibulas e misturam com saliva, produzindo um material semelhante ao papel,
que protege contra umidade e ajuda a manter a temperatura interna (ANDENA,
2007; PREZOTO, 2008).
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Figura 5 - Col6nia da vespa social Polybia paulista em constru¢do urbana (A) e
colénia da vespa social Polybia platycephala em plantas de jardim (B). Ninhos

formados por favos feitos de um tipo de pasta com consisténcia de papel.
Fonte: PREZOTO, 2008

1.2.3 Composig¢ao bioquimica do veneno de vespa

Peconhas de Hymenoptera, particularmente das familias Apidae (abelhas) e
Vespidae (vespas), sdo constituidas de peptideos e proteinas com atividade
bioldgica. O veneno também contém substancias de baixo peso molecular, tais como
aminoacidos e catecolaminas (EDERY et al., 1978; PIEK, 1992; GRIESBACKER et
al., 1998; MENDES et al., 2004).

1.2.3.1 Aminas Biogénicas

As aminas biogénicas sdo componentes comuns em venenos de vespas. A
histamina esta presente na peconha de abelhas, vespas e serpentes e seu
mecanismo de agao contribui para reduzir a dor e a vasodilatagao local que
acompanha a picada (EDERY et al., 1978).

A 5-hidroxitriptamina (5- HT) ou serotonina ocorre em grande variedade de

peconhas de artropodes, sendo também encontrada em varias espécies de vespas,
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promovendo uma maior penetracdo da toxinas nos tecidos (HABERMANN, 1972;
EDERY et al., 1978).

QOutras aminas como a dopamina, adrenalina e noradrenalina foram
identificadas no veneno de algumas espécies (OWEN; BRIDGES, 1982). A
concentracdo de dopamina em pecgonhas de vespas € maior quando comparada
com a de outras catecolaminas. Por outro lado, os niveis de dopamina,
noradrenalina e adrenalina variam consideravelmente dentre as diferentes espécies.
A dopamina aumenta a circulagcdo da hemolinfa e, assim, facilita uma rapida
distribuicdo de outros componentes toxicos da pegconha (HABERMANN, 1972;
GRISOTTO et al., 2006). Em humanos, as catecolaminas contribuem para
vasoconstricdo (EDERY et al., 1978).

1.2.3.2 Peptideos

Os peptideos, tais como mastoparanos, cininas, neurotoxinas e peptideos
quimiotaticos tém sido isolados e caracterizados da peconha de vespideos e
representam o principal grupo de componentes do veneno. Varios deles tém papel
importante na inflamacao, dor, edema, eritema, reagdes alérgicas locais e sistémicas
que frequentemente ocorrem apds a picada (LORENZI, 2002). Esses peptideos séo

representados, principalmente, pelos mastoparanos (RIBEIRO et al., 2004).

Os mastoparanos (MP), presentes na maioria das espécies de vespidae
apresentam atividade liberadora de histamina a partir da degranulacédo de
mastécitos (HABERMANN, 1972; HIRAI et al., 1979; DE SOUZA, et al., 2004).
Isolados das pegonhas de algumas espécies de vespa, causam profunda queda na
pressdo sanguinea e disfungdo cardiaca apos injegao intravenosa em ratos, o que
sugere um possivel envolvimento desse peptideo nos disturbios cardiovasculares

observados com a peconha (LIU et al., 2007).

Outras alteragdes biolégicas produzidas pelos MP incluem a atividade
antimicrobiana (MENDES et al.,, 2004), a liberagdo de mediadores através da
ativacdo dos receptores de proteina-G (PERIANIN; SNYDERMAN, 1989;
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HIGASHIJIMA; ROSS, 1991), a estimulagcao da fosfolipase A, e C, a mobilizacédo de
Ca?* para o reticulo sarcoplasmatico (NAKAJIMA, 1986) e seu envolvimento na
morte celular por necrose ou apoptose (PERIANIN; SNYDERMAN, 1989).

Peptideos quimiotaticos também presentes no veneno de vespas, induzem a
quimiotaxia em alguns tipos de células (HABERMANN, 1972) e liberam histamina
dos mastocitos (NAKAJIMA et al., 1985). Recentemente, caracterizou-se estrutural
e funcionalmente uma nova toxina peptidica isolada do veneno da vespa social
Polybia paulista, Polybia-CP, que apresenta reduzida atividade degranuladora e de
lise de mastdcitos, como é esperado para a maioria dos peptideos quimiotaticos dos
venenos de vespas. Este peptideo também apresenta baixa atividade hemolitica em
eritrécitos de ratos (de SOUZA et al., 2005).

Outros peptideos como as cininas (bradicinina e seus homodlogos) também
foram observados no veneno de vespas. Suas propriedades farmacoldgicas s&o
caracterizadas por acao hipotensiva, além da capacidade de causar contragdo em
musculo liso de diferentes tecidos (NAKAJIMA et al., 1985).

A atividade neurotdxica da peconha de vespas € bastante conhecida e indica
a presenga de uma variedade de toxinas com agdo no sistema nervoso (PIEK,
1991). Essa acao pode ser periférica (pré ou pés-sinaptica) ou central, porém

poucos sao os estudos relacionados a esses peptideos (SILVA, 2003).

1.2.3.3 Enzimas

Os principais componentes enzimaticos do veneno de vespas sao a
hialuronidase e as fosfolipases, que desempenham um importante papel como
mediadores da inflamacgao e sdo responsaveis pelo efeito miotdxico e/ou neurotdxico
(HABERMANN, 1972; HOFFMAN, 2006).

A atividade fosfolipasica varia muito de género para género. A fosfolipase A, é
tida como um dos mais importantes alérgenos em venenos de vespideos, embora

alguns venenos contenham quantidades iguais de PLA e PLB (ROSEMBERG et al.,
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1977; ABE et al., 2000). A PLA,, presente no veneno de vespas, € capaz de produzir
varios efeitos farmacoldgicos, como por exemplo a contragdo do musculo liso e a
hemdlise in vivo e in vitro (EDERY et al.,, 1978; OLIVEIRA; PALMA, 1998). A
hialuronidase, outra enzima encontrada no veneno, ndao provoca agao localizada ou
sistémica, mas promove a difusdo de outros constituintes téxicos, por meio da
despolimerizagao do acido hialurbnico (HABERMANN, 1972; ALLALOUF et al.,
1972).

1.3 Efeitos do veneno de vespas

As consideragdes sobre os acidentes envolvendo abelhas sido aplicadas
também as vespas, uma vez que possuem caracteristicas comuns. A composicao do
veneno de vespas € pouco conhecida, porém seus principais alérgenos apresentam
reacbes cruzadas com os das abelhas e também produzem fendémenos de
hipersensibilidade (BRASIL, 2001).

Os venenos exercem efeitos em quase todas as células ou tecidos, sendo
esses efeitos decorrentes da acgédo sinérgica ou aditiva de diferentes toxinas e

enzimas presentes nos venenos (TAVARES, 2005).

A intensidade e o tipo de manifestacdo decorrentes do acidente provocado
por himenopteros dependem de alguns fatores como sensibilidade da vitima, numero
de picadas recebidas simultaneamente, profundidade e localizagdo da picada e
espécie do agente causador do acidente. As manifestagdes clinicas decorrentes de
um acidente por himendpteros podem ser de natureza alérgica ou tdxica
(GRISOTTO et al., 2006).

Dentre as principais manifestagdes clinicas encontram-se:

- Reagbes cuténeas: urticaria, ulceragdo, edemas;

- Reacbes cardiovasculares e respiratérias: aumento da permeabilidade dos

vasos sanguineos, taquipnéia, broncoespasmo e edema de glote;
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- Reagdes gastrointestinais: nauseas, vomitos, célicas abdominais e diarréia;

- Outras reacgdes: cefaléia, hipertermia, calafrios, tonturas, desmaios e coma;

Também é observada a liberagdo de histamina a partir da degranulagcéo de
mastocitos e de catecolaminas a partir de células adrenais; pode ainda ser
observado citdlise, hemodlise e quimiotaxia de macréfagos e leucdcitos
polimorfonucleares para o local da ferroada (HABERMANN, 1972; EDERY et al.,
1978; LORENZI, 2002).

Os acidentes vespideos, em geral, tém curso benigno. Entretanto,
eventualmente, podem surgir complicagcbes mais graves como problemas cardio-

circulatorios e possiveis altera¢des renais (HOFFMAN, 2006).

Estudos clinicos, apds acidentes, com espécies de vespas, incluindo a
Polybia paulista, evidenciaram comprometimento renal induzido pela ag¢do do
veneno, onde pode ser observado a presenga de necrose tubular, nefrotoxicidade
direta ou nefrite intersticial aguda por uma reacéo de hipersensibilidade (BHATTA et
al., 2005; GRISOTTO et al., 2006; DAS; MUKHERJEE, 2008; D'CRUZ et al., 2008).

1.4 Fisiologia Renal e Leito Vascular Mesentérico

1.4.1 Fisiologia Renal

Os rins sao 6rgaos reguladores do volume e da composigdo dos liquidos
corpoéreos através de variacdes na excrecao de agua e eletrolitos (GUYTON; HALL,
2000). Cada rim contém aproximadamente um milhdo de néfrons, unidades
morfofuncionais, os quais sado formados por glomérulo e tubulos renais. O glomérulo
€ constituido por um tufo de capilares fenestrados que emerge da arteriola aferente,

e os tubulos renais constituidos por diferentes segmentos — tubulo contorcido
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proximal, alca de Henle, tubulo contorcido distal e tubulos ou ductos coletores. Cada
segmento apresenta fungdes distintas e as células epiteliais possuem diferentes
ultra-estruturas responsaveis pela secrecdo e reabsorcdo das mais variadas
substancias (JOHNSON, 2000).

O sangue entra em cada rim através da artéria renal, que se ramifica nas
artérias interlobares, nas artérias arqueadas e artérias corticais radiais. As artérias
de pequeno calibre, as arteriolas aferentes, levam o sangue aos capilares
glomerulares, através dos quais ocorre a ultrafiltracdo. O sangue, entéo, deixa os
capilares glomerulares através das arteriolas eferentes seguindo para os capilares
peritubulares (BERNE et al., 2004).

Os rins recebem cerca de 25% do débito cardiaco, sendo diretamente
proporcional ao gradiente de pressao entre a artéria e a veia renal e inversamente
proporcional a resisténcia fornecida pelas arteriolas. Portanto, o principal mecanismo
para alteragdes no fluxo sanguineo renal (FSR) é através de modificagdes na
resisténcia arteriolar aferente ou eferente (COSTANZO, 2004). Tanto arteriolas
aferentes quanto eferentes possuem inervagao simpatica, ocorrendo vasoconstricao
pela ativagao de receptores a-1 (STRASSER et al., 1992).

A pressao arterial renal pode variar de 80 a 200mmHg mantendo o fluxo
sanguineo renal constante. Quando a pressao arterial renal aumenta, tanto o FSR
como o ritmo de filtragcdo glomerular (RFG) aumentam. Outras substancias que
alteram a resisténcia das arteriolas aferentes e eferentes sdo a angiotensina Il e as
prostaglandinas as quais exercem efeito vasoconstrictor e vasodilatador,
respectivamente (COSTANZO, 2004).

A macula densa, determina a concentracao de eletrdlitos do filtrado que deixa
a alca de Henle, enviando um sinal quimico a arteriola aferente quando a
concentracdo de eletrolitos € muito alta. A arteriola aferente, entdo, sofre
vasoconstricao, a pressao hidrostatica e o fluxo sanguineo se reduzem, e o ritmo de
filtracdo glomerular decresce, ocorrendo a auto-regulagdo (MANICA, 2004). Os
mecanismos responsaveis por essa regulacédo da resisténcia arteriolar aferente sao
desconhecidos (JOHNSON, 2000).
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O RFG é determinado pelo clearance de um marcador glomerular que deve
ser livremente filtrado através dos capilares glomerulares; ndo ser reabsorvido ou
secretado pelo tubulo renal e, quando em infusdo, ndo altere o ritmo de filtragao
glomerular. O marcador glomerular ideal é a inulina, um polimero de frutose com
peso molecular de aproximadamente 5.000 daltons que ndo se liga as proteinas
plasmaticas e ¢é livremente filtrada através da parede do capilar glomerular passando
completamente inerte pelo tubulo renal. Assim, a quantidade de inulina filtrada é

exatamente igual a quantidade excretada na urina (BERNE et al., 2004).

A filtracdo glomerular resulta na producdo de grandes quantidades de
ultrafiltrado do plasma, cerca de 180 L/dia. O mecanismo de reabsorgéo nas células
epiteliais do tubulo renal, entéo, transfere estas substancias a circulacdo (BERNE et
al., 2004). O controle hormonal auxilia a regulagcdo dos volumes de liquidos
corporais e concentracdo de soluto exercidos pelos rins. Os principais hormonios
envolvidos neste controle sdo aldosterona (que atua em nivel distal aumentando a
reabsor¢do de sdédio e agua); a angiotensina |l (atua da mesma forma que a
aldosterona, mas em nivel proximal); o horménio antidiurético (promove a
reabsor¢cao de agua no tubulo coletor) e o peptideo natriurético atrial (secretado
pelos atrios em resposta a um aumento da pressao arterial, promovendo
relaxamento do musculo liso vascular e diminuindo a reabsor¢do de sédio e agua).
Além destes, o horménio paratirecideo atua em diferentes regides do néfron
regulando as concentragcbes de fosfato e calcio (GUYTON; HALL, 2000;
COSTANZO, 2004).

1.4.2 Fisiologia de Leito Vascular Mesentérico

Cada ¢6rgéo apresenta uma microcirculagdo organizada de forma a atender
suas necessidades. Em geral, cada artéria ao entrar no orgédo, se ramifica em
arteriolas com diametro interno inferior a 20pm. As arteriolas, entdo, ramificam-se
progressivamente até atingir 5 - 9um, suprindo, assim, sangue para os capilares
(COSTANZO, 2004).

O leito vascular mesentérico irriga a regido esplancnica conduzindo o sangue

através da arteriola para uma série de metarteriolas (arteriolas terminais) que levam
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0 sangue aos capilares preferenciais (calibrosos) e verdadeiros (delgados) de onde
retorna para a circulagdo geral através das vénulas. As metarteriolas né&o
apresentam capa muscular continua, mas apenas fibras musculares lisas que
circundam o vaso em pontos intermitantes (GUYTON; HALL, 2000).

O musculo liso nas paredes das arteriolas € tonicamente ativo (sempre
contraido) e extremamente inervado por fibras nervosas adrenérgicas simpaticas. Os
receptores a-adrenérgicos sao encontrados nas arteriolas de varios leitos vasculares
(pele e vasculatura esplancnica) e, quando ativados, causam contragdo do musculo
liso vascular, produzindo uma diminuigao no diametro da arteriola e aumentando sua

resisténcia ao fluxo de sangue (BERNE et al., 2004).

Variagoes no fluxo de sangue a um dado 6rgao séo alcangadas pela alteragao
da resisténcia arteriolar. Os mecanismos que regulam o fluxo aos varios 6rgaos séao
classificados como controle local (intrinseco) e controle neural ou hormonal
(extrinseco). O controle local é exercido pela acéo direta de metabdlitos locais sobre
a resisténcia arteriolar, enquanto o controle neural inclui mecanismos como a agao
do sistema nervoso simpatico sobre o musculo liso vascular e agdes de substancias

vasoativas, como histamina, bradicinina e prostaglandinas (COSTANZO, 2004).
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2 JUSTIFICATIVA

As pesquisas realizadas até o presente momento sobre a estrutura, atividade
biolégica e mecanismos de acdo do veneno de Hymenoptera, evidenciam a
presenca de efeitos importantes sob o ponto de vista médico, farmacoldgico e
imunolégico (OLIVEIRA, 2000). A grande maioria das mortes causadas por
ferroadas por insetos desta ordem esta diretamente relacionada ao
desencadeamento de reagdes imunoldgicas, porém algumas se devem a toxicidade
direta do veneno (LORENZI, 2002).

Mesmo conhecendo os venenos de Hymenoptera desde o século XIX e
sabendo do grande numero de espécies de vespas em regides do Brasil, muito
pouco é conhecido e estudado sobre a composicdo do veneno destes insetos, como
a vespa Polybia paulista. Este conhecimento toxinoldgico limitado, cria muitas

dificuldades no manejo adequado das vitimas.

Considerando a escassez de dados na literatura sobre a espécie Polybia
paulista e seu veneno, faz-se necessario um estudo objetivando conhecer os seus

efeitos renais e vasculares.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito renal e vascular do veneno da vespa Polybia Paulista visando a

descoberta de ferramentas farmacoldgicas e/ou substancia de valor terapéutico.

3.2 Objetivos Especificos

- Estudar o efeito do veneno total da vespa Polybia paulista em rim isolado;

- Estudar o efeito do veneno total da vespa Polybia paulista em células tubulares renais;

- Determinar a acao do veneno total sobre a viabilidade e proliferagdo da linhagem celular
MDCK;

- Avaliar as alteracdes morfolégicas celulares;

- Estudar o efeito do veneno total da vespa Polybia paulista em leito vascular
mesentérico;

- Estudar o efeito do veneno total da vespa Polybia paulista em anel de aorta isolada;
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratorios de Farmacologia de
Venenos e Toxinas (LAFAVET); Fisiologia do Mdusculo Liso do Instituto de
Biomedicina (IBIMED) da Faculdade de Medicina e no Departamento de Analises
Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do

Ceara.

4.1 Animais de experimentacao

Foram utilizados ratos machos Wistar pesando entre 250 e 300g
provenientes do biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceara. Os animais foram mantidos em ambientes limpos e
secos, com luminosidade, temperatura e umidade adequada, com e agua “ad

libitum”.

4.2 Veneno, células e substancias utilizadas

O veneno total da vespa Polybia paulista (VPp) foi gentilmente cedido pelo
Prof. Dr. Marcos H. Toyama (Universidade Estadual Paulista, Campus do Litoral
Paulista). As células MDCK também foram gentilmente cedidas pela Prof®. Dra. Julia
Manso (Departamento de Bioquimica, Universidade Sao Paulo — USP). As
substancias e sais utilizados para realizacdo do estudo foram obtidos da empresa
Sigma (EUA).

4.3 Perfusao de rim isolado

4 3.1 Sistema Utilizado

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da fungéo
renal levou inumeros pesquisadores a desenvolverem a técnica de perfusdo de rim
isolado. Esse sistema consiste na perfusdo de rim isolado com recirculacéo
(FONTELES et al., 1983; MONTEIRO; FONTELES, 1999) composto por dois

subsistemas, um in situ e outro em circuito fechado para perfusao in vitro. Esse
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sistema apresenta a vantagem da manutencao constante de parametros funcionais
renais com utilizacao de albumina (em menor quantidade) na solugcado perfusora,
mantendo constantes as substancias dialisaveis, além de possuir uma oxigenagao

(95% O/ 5% CO,) adaptada ao proprio sistema (Figuras 6 e 7).

O sistema utilizado é constituido pelos seguintes componentes:

s Banho-maria - para a manutencao da temperatura constante do
pulmao tipo silastico entre 36 e 37 °C.

s Bomba aquecedora com termostato - para manutengdo de
uma temperatura constante no sistema entre 36 e 37 °C.

» Bomba de perfusdo de Watson - bombeia a solugdo de
perfusdo ao longo do sistema.

% Catabolhas - evita a entrada de bolhas nos rins.

% Coletor de urina — frasco que coleta a urina.

s Condensador — reservatério da solucio perfusora.

¥ Filtro Millipore 5 pm —filtra a solu¢do perfusora.

% Fluxémetro — para mensurar o fluxo de perfusdo (mL/hora).

% ManOmetro de mercurio — para mensurar a pressao de
perfusdo (mmHg).

% Pulmao tipo silastico — promove as trocas gasosas (95% Oz e

5%CO0O,).

% Seringa coletora — seringa coletora de perfusato.



Catabolhas

—

Canula
Arterial

Coletor —~
de Urina

£
Condensador E{‘a Fluxémetro

02/ CO2

-—l|‘—-'_h Oxigenador

Seringa

Figura 6 - Desenho esquematico do sistema de perfusao de rim isolado
Fonte: LAFAVET - UFC

A A

o

Figura 7 - Foto do sistema de perfusdo de rim isolado.
Fonte: LAFAVET - UFC.
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4.3.2 Calibragao do sistema

O sistema foi calibrado sempre antes do inicio dos experimentos. Foi avaliado
em cada uma das bombas (1 a 5) a presséo de perfusdo (PP) em mmHg, o fluxo da

solugéo no sistema (L/min) e o volume de solugéo coletado em um minuto (mL/min).

4.3.3 Solugao perfusora

A solucéao perfusora utilizada foi a de Krebs-Henseleit, contendo albumina
a 6g% dialisada por 48h antes do experimento para retirar varias substancias
contaminantes como citrato, piruvato e lactato (HANSON; BALLARD, 1968).

4.3.4 Técnica cirurgica

Os animais (n=4) foram anestesiados com pentobarbital sddico na dose de
50mg/kg de peso corporal. Foi realizada a administracdo de manitol (3mL; 20 %)
pela veia femural (figura 8), a fim de facilitar a fixacdo da canula ao ureter, que em
seguida foi canulado, através de um tubo de polietileno, para a coleta de urina

(figura 9).

A artéria renal foi isolada (figura 10) e canulada (figura 11) através da artéria
mesentérica superior. Durante o procedimento cirurgico, uma parte da solucéo ja
oxigenada (40mL) foi desviada para o sistema de perfus&o in situ, para perfundir o
rim ainda in vivo, evitando qualquer isquemia ao 6rgao. Finalmente, o rim foi
transportado para o sistema de perfusdo in vitro, sem a interrupgéao do fluxo (figura
12).



Figura 8 - Administragao de manitol pela veia femural no animal anestesiado.

Figura 9 - Canulagao do ureter.
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Figura 10 - Visualizagao da artéria rena

da artéria renal pela artéria mesentérica.

Canulacao

Figura 11
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Figura 12 - Fotografia do rim isolado no sistema de perfuséo.

4.3.5 Grupos Experimentais

- Grupo controle: Rins perfundidos somente com solugdo de Krebs-Henseleit
modificada.

- Grupo tratado com veneno da vespa Polybia Paulista na concentragao
1pg/mL (0,1mg em 100mL).

- Grupo tratado com veneno da vespa Polybia Paulista na concentragao
3ug/mL (0,3mg em 100mL).

4.3.6 Protocolo experimental

Os experimentos foram iniciados apds a estabilizagcdo e adaptagado do
orgao as novas condi¢cdes. Os 30 minutos iniciais foram utilizados como controle

interno. Apos este periodo o veneno da Polybia paulista foi adicionado ao sistema



42

para avaliagao dos efeitos sobre a pressao de perfusdo (PP), resisténcia vascular
renal (RVR), ritmo de filtragcdo glomerular (RFG), fluxo urinario (FU) e transporte
tubular de sodio (%TNa"), potassio (%TK") e cloreto (%TCI). Para tanto, a cada
cinco minutos foram registrados a pressédo de perfusdo e o fluxo de perfusdo em
mandémetro e fluxdbmetro, respectivamente, em um periodo total de 120 min. As
amostras do perfusato e da urina foram coletadas a cada dez minutos e depois
congeladas a -20 °C para posterior dosagem de soédio, potassio, cloreto, inulina e

osmolaridade, importantes na determinacdo dos parametros de fungao renal.

4.3.7 Analises bioquimicas dos perfusatos e urinas

As dosagens de sdédio, potassio e cloreto foram realizadas utilizando
aparelho de ions eletrodos seletivos (Rapid Chem 744, Bayer diagnostic); a inulina
determinada por leituras fotométricas em espectrofotdmetro de chama (Flame
Photometer) seguindo método descrito por Fonteles e col (1983); e a osmolaridade

através de osmbémetro (Vapor pressure osmometer — modelo 5520 ESCOR).

4.3.8 Calculo dos parametros funcionais renais

O quadro 1 apresenta as férmulas utilizadas para determinagcdo de
parametros funcionais renais (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978; FONTELES,
1980).



Quadro 2 - Férmulas utilizadas para determinagcao dos parametros renal

1. FU (mL.g™". min™) = Fluxo urinério
FU = (Peso do volume urinario / Peso do rim esquerdo) x 10 (admitiu-se que a urina possui a
mesma densidade da agua)

2. PP (mmHg) = Presséo de perfuséo. Leitura em mandmetro

3. RFG (mL.g™".min™) = Ritmo de filtracdo glomerular
RFG = (DOU in / DOP in x FU) sendo DOU in = densidade ¢tica da inulina na urina e DOP in =
densidade ética 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-t.min™") = Resisténcia vascular renal
RVR = PP (mmHg) / FPR

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

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

8. TNa" (uEq.g™. min™) = Sédio transportado
TNa"=FNa'- ENa"

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

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

11. EK* (uEq.g™". min™) = Potassio excretado
EK" = FU x UK" (UK" = Concentragédo de potassio na urina)

12. TK* (uEq.g™. min™) = Potassio transportado
TK' = FK" - EK"

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

14. TCI" (uEq.g™. min™) = Cloreto transportado
TClI™ =FCI™ -ECI~

15. % TCI = Percentual de cloreto transportado
% TCI~=TCI " x 100/ FCl ™

16. FCI" (uEg.g™. min™) = Cloreto filtrado
F CI'=RFG x P CI' (PNa" = Concentragdo de sddio no perfusato)

17. ECI' (uEq.g™". min™) = Cloreto excretado
E CI'=FU x UCI" (UNa" = Concentragéo de sddio na urina

18. Cosm (mL.g™".min™) = Clearance osmético
[Uosm / Posm] x FU (onde Uosm = Osmolaridade urindria e Posm = Osmolaridade do
perfusato)
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4.3.9 Estudo Histolégico

Ao final de cada experimento foi retirado um fragmento longitudinal do rim
direito (perfundido) e do rim esquerdo (n&o perfundido), os quais foram armazenados
em formol 10% para posterior exame histologico. Os fragmentos foram desidratacao,
diafanizacdo e em seguida, cortados em uma espessura de 5um. Foram realizadas
coloragbes de hematoxilina-eosina (HE) e as laminas analisadas através de um
microscopio de luz (Nikon). Foi também realizado o estudo histologico nos rins
perfundidos somente com solugdo de Krebs-Henseleit modificada (controle

perfundido).

4.4 Ensaios com cultura de células renais
4.4.1 Cultivo e tratamento das células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney)

O cultivo das células foi realizado em frascos plasticos para cultura (75m?
volume de 250mL) e o meio de cultura usado foi o RPMI 1640 (Gibco), suplementado
com 10% v/v de soro bovino fetal (SBF), penicilina (100U/mL) e estreptomicina
(100pg/mL). As células foram incubadas a 37°C, em atmosfera com 95% de umidade
e 5% de CO,, sendo observado o crescimento celular com ajuda de microscépio de
inversdo. Antes de cada experimento as células foram armazenadas em meio sem
SBF por 24h para a obtencdo de células na fase Gy do ciclo celular. Para cada
experimento foi removido o meio de cultura e as mesmas incubadas com tripsina-
EDTA (0,25/0,02% v/v) a 37°C por aproximadamente 10 min. A tripsina foi inativada
adicionando o0 mesmo volume de meio com SBF. A suspensao foi entdo centrifugada
a 200g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e as células re-suspensas em
meio de cultura. As células foram entdo quantificadas em camara de Neubauer e
plaqueadas (1x10° céls/poco) permitindo o crescimento confluente por 2h. As células
foram avaliadas na presenca de diferentes concentragdes do veneno em estudo
(3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100ug/mL), solubilizados em PBS estéril, pH 7.4. Apds

esse periodo foram realizados ensaios de viabilidade celular (figura 13).
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Figura 13 - Esquema simplificado do cultivo e tratamento das células MDCK.
Fonte: PRACIANO, 2009.

4 4.2 Ensaios de viabilidade e citotoxicidade celular

Para determinacado da viabilidade celular foram usados dois métodos distintos e

complementares.

4.4.2.1 Ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT)

As células MDCK foram adicionadas as placas de 96 pogos com densidade de
1 x 10° e tratadas com diferentes concentragdes do veneno da vespa Polybia paulista
por 24 horas. Apos o tratamento das células o substrato de cultura foi retirado e entédo
adicionado 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT; Sigma)
dissolvido em PBS. Este método baseia-se na atividade mitocondrial das células
viaveis que sao capazes de reduzir o MTT e formar um produto colorido insoluvel em
agua, o sal formazan. Apos incubagéo por 4 horas a 37°C em estufa com 5% de COy,
0 sobrenadante foi removido e entdo adicionado dodecil sulfato de sédio 10% (SDS)
em HCL 0,01N para solubilizar os cristais de formazan formados. As placas foram

incubadas por 17h e em seguida realizadas a leitura em espectrofotdmetro (570nm),
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como demonstrado na figura 14. Foram realizados trés experimentos independentes
e em triplicada (MOSMANN, 1983). A viabilidade celular foi determinada por
comparagao entre os percentuais médios de células sobreviventes e a concentragéo

de veneno. Controle negativo correspondeu como 100% de sobrevivéncia.

incubacéo
_> :
37°C;atm.Umida;

CULTURA DE | diluicdo
CELULAS | =———*

10°céls/poco

RPMI 1640; i T~ 5%COy 24h
10% v/iv MTT
SBF;
Penicilina Veneno /Re-incubagéo/4h
(100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125ug/mL)

Remocao do

sobrenadante

| SDS

incubacao . 10%

¢ Cristais de « (10%)

Formazam

17

Figura 14 - Esquema simplificado dos ensaios de viabilidade e proliferagao celular
Fonte: PRACIANO, 2009.

4.4.2.2 Concentragao inibitéria média (Clso)

A citotoxicidade foi estimada, por curva de interpolagdo, como a concentracéo
do veneno capaz de inibir 50% das células, correlacionando a média do percentual de
células mortas com a concentragcdo de veneno e examinadas por analise de

regressao nao-linear utilizando programa GraphPad Prism 5.
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4.4.3 Ensaio para determinagao da lactato desidrogenase (LDH)

A viabilidade celular foi determinada pelo teste de liberagdo da enzima lactato
desidrogenase. Esta enzima é responsavel pela redugdo do piruvato a lactato na
presengca do NADH. Uma vez que esta enzima € de origem citoplasmatica, a sua
presenga no meio extracelular pode indicar alteragcdo na integridade da membrana
plasmatica. Foi adicionado 1 mL do reagente a 20 pL do sobrenadante e, foram
realizadas leituras das absorbéancias em 1 e 2 minutos. O decréscimo da
absorbancia € proporcional a atividade da enzima. Os testes foram realizados
utilizando o reagente analitico Labtest LDH Liquiform e foram seguidas as instrugdes
do fabricante. A atividade da LDH foi determinas a partir da formula abaixo:

Atividade LDH (U/L) = _(Absorbéncia 1 — Absorbéncia2) x F
2

F é o fator do reagente informado pelo fabricante.

4 5LEITO MESENTERICO

Ratos Wistar machos (n=4), pesando entre 250 e 300 g, foram anestesiados
por via intraperitoneal com pentobarbital sédico (50 mg/Kg). Depois de aberto o
abdomem do animal, a artéria mesentérica superior foi isolada (figura 15) e canulada
(figura 16) utilizando um tubo de polietileno (PE-20). O intestino foi separado do leito
mesentérico com o ligamento do leito (figura 17) nas extremidades intestinais
(duodeno e ceco). O mesentério isolado (figura 18) foi, entdo, perfundido em sistema
aberto (figura 19 e 20) com solugdo de Krebs contendo: com composicéo (g/L):
114,0mM de NaCl; 4,96mM de KCI; 1,24mM de KH,PO4; 0,5mM de MgSO,4.7H,0;
24,99mM de NaHCO3; 2,10mM de CaCl,. 2H,0; e 3,60mM de glicose (MCGREGOR,
1965).



Figura 16 - Canulagéo da artéria mesentérica.

48



Figura 17 - Leito vascular mesentérico ainda ligado ao intestino do animal.

Figura 18 - Leito vascular mesentérico isolado e acoplado ao sistema.
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Figura 19 - Representagao grafica do sistema de perfusao.

Figura 20 - Foto do sistema de perfusdo do leito mesentérico.
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O sistema foi mantido em temperatura constante de 37 °C e o leito foi
perfundido a uma pressdao de 40mmHg, enquanto a mesma foi mensurada pela
meédia das pressodes de perfusao através de um transdutor Edwards® conectado ao
sistema. A captacao dos dados foi realizada digitalmente (freqiiéncia de amostragem
de 1Hz) por um equipamento periférico (Aisha 4) da empresa Kananda®. As
variagdes na pressao de perfusdo foram continuamente registradas pelo software da
Windag®.

Para verificar a atividade do veneno, bem como a viabilidade do 6rgéo, o
veneno da Polybia paulista (3,10 e 100 ug/mL) e a fenilefrina 6uM foram infundidos
na preparagao a um fluxo de 0,1mL por minuto. Os experimentos foram iniciados
com uma pressao basal entre 20 e 40 mmHg. O tempo de infusdo das substancias

testadas foi sempre de 1 hora.

4.6 Ensaios em anel de aorta

Antes do procedimento cirurgico, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical. Em seguida, foi feita uma incisdo no térax do animal,
extirpados os pulmdes e o coragao para visualizagdo do segmento toracico da aorta
(figura 21).
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Figura 21 - Visualizagado do segmento toracico da aorta.

Apds o procedimento cirurgico, o segmento da aorta toracica foi removido
(figura 22) e cortado transversalmente em segmentos cilindricos como anéis (1mm x
5mm), que foram acoplados em pecgas triangulares de aco ligadas a um fio (figura
23). As preparagoes foram suspensas horizontalmente em cubas de volume de 5mL
para orgéos isolados contendo solucédo de Tyrode modificada (figura 24) com a
seguinte composi¢gao em mM: NaCl 136,0; KCI 5,0; MgCl; 0,98; CaCl, 2,0; NaH,PO4
0,36; NaHCO3; 11,9 e glicose 5,5 (pH 7,4, mantida a 37°C). Os tecidos foram

mantidos em uma tensao basal de 1g na cuba com a solugdo devidamente aerada.

Figura 22 - Segmento da aorta toracica isolada e devidamente dissecado.
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Figura 23 - Anel da aorta acoplado em pecgas metalicas triangulares.

Figura 24 - Anel da aorta na cuba com solucao de Tyrode devidamente aerada.

As contragbes foram registradas isometricamente por transdutores de forga,
conectados a sistema de aquisigdo de dados (Datag® PM-1000, EUA, figura 25 e
26).
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Figura 25 - Fotografia representativa do sistema de aquisigdo de dados de anel de

aorta isolada de rato.

Fonte: Laboratério de Fisiologia do Musculo Liso

Transdutor

Bomba de ar

Amplificador

Figura 26 - Desenho esquematico do sistema utilizado para o registro de contragbes

de 6rgéos isolados
Fonte: JUCA, 2007.
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Apos periodo de equilibrio do tecido no sistema (aproximadamente 60
minutos), contracdes foram induzidas por adicdo de potassio 60mM em trés curvas

adotadas como controle (teste de viabilidade do tecido).

4.6.1 Protocolos Experimentais

Foram realizados protocolos experimentais, nos quais foram utilizadas varias
concentragdes (0,1; 0,3; 1,0; 3,0; 10,0; 20,0pug/ml) do veneno da Polybia paulista.

Esses protocolos sdo descritos a seguir.

4.6.1.1 Efeito do veneno de Polybia paulista na tensao basal

O efeito na tensao basal do musculo liso vascular com o endotélio intacto
foi avaliado através da exposicdo dos anéis as concentragdes crescentes do

veneno.

4.6.1.2 Efeito do veneno Polybia paulista em meio livre de calcio na presenca de
EGTA

Buscando analisar a influéncia do calcio intracelular no efeito do veneno
sobre os anéis de aorta, foram realizadas ensaios em meio ausente calcio. Apos o
periodo de equilibrio do tecido com endotélio intacto, em meio com solugcdo de
Tyrode normal, as preparagdes foram lavadas trés vezes por trés minutos com
solugédo de Tyrode ausente de CaCl, e adicionado o agente quelante EGTA (1mM),
garantindo a total retirada de calcio do meio extracelular, seguida da adigdo do

veneno.
4.6.1.3 Efeito do veneno Polybia paulista em meio com Fentolamina e Verapamil
Para verificar um provavel mecanismo mediador da ag¢ao vascular do

veneno, foram realizados ensaios em anéis de aorta com a administragdo de um

bloqueador operado por voltagem (Verapamil 10 yM; n=04) e um antagonista a-
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adrenérgico (Fentolamina 5 uM; n=04), apds o periodo de equilibrio do tecido com

endotélio intacto, seguida da adi¢ao do veneno.

4.7 Andlise estatistica

Os resultados em todos os experimentos foram expressos na forma de
média + erro padrao da média. As diferencgas estatisticas entre os grupos estudados
foi verificada pelo teste t de Student, Analise de Variancia (ANOVA) com pés teste
de Bonferroni e Holm-Sidak. A analise estatistica foi realizada utilizando os
programas estatisticos GraphPad Prism 5.0, Sigma Plot ®9. O critério de

significancia utilizado foi de p<0,05.

4.8 Comité de ética

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara, sob o numero 17/09 no dia 30 de
setembro de 2008 (Anexo).
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5 RESULTADOS

5.1 Perfusao de rim isolado

O veneno da vespa Polybia paulista (VPp) ndo apresentou alteragdes renais
significativas na menor concentracdo estudada (1pug/mL), como demonstrado nas
figuras 27-30.

Na concentragdo de 3ug/mL o veneno causou alteragdes em quase todos os
parametros renais estudados. Foi observado um aumento significativo, aos 60, 90 e
120 minutos, na pressao de perfusao (PP), na resisténcia vascular renal (RVR), no
fluxo urinario (FU) e no ritmo de filtragao glomerular (RFG) quando comparados ao
grupo controle no mesmo periodo (tabela 1/figura 27, tabela 2/figura 28, tabela

3/figura 29 e tabela 4/figura 30, respectivamente).

Foi observada uma reducéao significativa no percentual de transporte tubular
de sédio (%TNa®) aos 60 minutos apds a infusdo do veneno da vespa Polybia
paulista (3ug/mL), conforme demonstrado na tabela 5/figura 31. Foi também
observado uma tendéncia a redugao no percentual de transporte de cloreto (%TCI’),
embora nao foi significante estatisticamente quando comparado com o controle. No
entanto, o percentual de transporte tubular de potassio (%TK") permaneceu estavel

durante todo o experimento (tabela 6).
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Tabela 1 - Pressao de perfusdo (mmHg) nos grupos controle (n = 4) e tratados (n =
4) com veneno da Polybia paulista.

Tempo 30’ 60’ o0 120’
(minutos)

Controle 110.1 £ 3.683 108.2 + 4.881 108.6 £5.085 110.2 £ 3.692
VPp 1ug/mL 110.9 £ 1.840 109.7 £ 1.949 108.9+£1.989 112.4 +£3.232

VPp 3ug/mL 111.6 £ 1.640 161.7 £ 4.624* 140.5 £ 1.714* 136.9 + 2.466*

VPp: Veneno da Polybia paulista. Resultados expressos em média + E.P.M. * p<0,05

2009 *p<0,05
Il Controle

=
xI
=
S Il 1ug/mL
= 150- Ho
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UT
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g ¥

30 60 90 120
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Figura 27 - Pressao de Perfusao (PP) nos grupos controles e tratados com veneno
da vespa Polybia paulista (VPp) nas concentragbes de 1 e 3 pg/mL. Valores
comparados ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05. Controle: Rim
perfundido somente com solu¢do de Krebs- Henseleit.
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Tabela 2 - Resisténcia Vascular Renal (mmHg/mL.g™".min™") nos grupos controle (n =
4) e tratados (n = 4) com veneno da Polybia paulista.

Tempo 30’ 60’ o0 120’
(minutos)
Controle 5.95+0.39 5.76 £ 0.44 5.80 £ 0.50 5.76 £ 0.41
VPp 1ug/mL 5.77 £ 0.31 5.71+0.30 5.68 £ 0.33 5.90 £ 0.42
VPp 3ug/mL 6.07 £ 0.37 8.74 + 0.50* 7.59 + 0.39* 7.42 + 0.45*

VPp: Veneno da Polybia paulista. Resultados expressos em meédia + E.P.M. * p<0,05

)
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o
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Figura 28 - Resisténcia Vascular Renal (RVR) nos grupos controles e tratados com
veneno de Polybia paulista (VPp) nas concentracées de 1 e 3 pg/mL. Valores
comparados ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05. Controle: Rim
perfundido somente com solugao de Krebs-Henseleit.
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Tabela 3 - Fluxo Urinario (mL.g™.min™") nos grupos controle (n = 4) e tratados (n = 4)
com veneno da Polybia paulista.

Tempo 30’ 60’ o0 120’
(minutos)
Controle 0.121 £ 0.008 0.135+0.012 0.147 £ 0.011 0.141 £ 0.011

VPp 1uyg/mL 0.135 + 0.010 0.144 £ 0.010 0.139+0.014 0.143 +0.012

VPp 3ug/mL  0.133 £ 0.010 0.442 + 0.043* 0.423 + 0.041* 0.421 + 0.035*

VPp: Veneno da Polybia paulista. Resultados expressos em média + E.P.M. * p<0,05

067 .
p<0,05 Bl Controle

a i < [ 1 pg/mL
B 3 ug/mL

30 60 90 120
Tempo (min)

Figura 29 - Fluxo Urinario (FU) nos grupos controles e tratados com veneno de
Polybia paulista (VPp) nas concentracdes de 1 e 3 pg/mL. Valores comparados ao
controle nos mesmos periodos com *p<0,05. Controle: Rim perfundido somente com

solucao de Krebs-Henseleit.
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Tabela 4 - Ritmo de Filtragdo Glomerular (mL.g™.min™") nos grupos controle (n = 4) e
tratados (n = 4) com veneno da Polybia paulista.

Tempo 30’ 60’ o0 120’
(minutos)

Controle 0.701 £ 0.073 0.707 £ 0.051 0.633 + 0.051 0.697 + 0.084
VPp 1ug/mL  0.570 £ 0.075 0.555 + 0.099 0.800 + 0.183 1.138 £ 0.203

VPp 3ug/mL  0.548 + 0.063 1.698 * 0.340* 2.161 £ 0.316*  2.027 + 0.269*

VPp: Veneno da Polybia paulista. Resultados expressos em média + E.P.M. * p<0,05

p<0,05 Bl Controle

B 1 pg/mL
B 3 pug/mL

RFG (mL.gt.min™?)

30 60 90 120
Tempo (min)

Figura 30 - Ritmo de Filtragdo Glomerular (RFG) nos grupos controles e tratados
com veneno de Polybia paulista (VPp) nas concentragdes de 1 e 3 uyg/mL. Valores
comparados ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05. Controle: Rim
perfundido somente com solugao de Krebs-Henseleit.
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Tabela 5 - Percentual de Transporte Tubular de Sodio (% TNa*) nos grupos controle
(n = 4) e tratados (n = 4) com veneno de Polybia paulista (VPp) nas concentragbes

de 1pug/mL e 3ug/mL.

Tempo 30° 60’ 90’ 120°

(minutos)

Controle 80.66 + 1.09 80.52 + 1.15 80.52 + 1.06 81.15+0.53
VPp 1ug/mL 79.09 + 1.63 76.54 + 2.36 79.54 + 3.77 85.15+ 3.33
VPp 3pg/mL 79.02 + 3.08 68.00 + 4.40* 74.19 + 4.66 72.35+5.16
VPp: Veneno da Polybia paulista. Resultados expressos em média + E.P.M. * p<0,05

1009 * p<0,05
Bl Controle
B 1 ug/mL
B 3 pg/mL

% TNa*

120

30 60 90
Tempo (min)

Figura 31 - Percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNa®) nos grupos
controles e tratados com veneno de Polybia paulista (VPp) nas concentracbes de 1 e
3 pg/mL. Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05.
Controle: Rim perfundido somente com solugao de Krebs-Henseleit.
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Tabela 6 - Percentual de Transporte Tubular de Potassio (%TK") e Cloreto (%TCI)
nos grupos controle (n = 4) e tratados (n = 4) com veneno de Polybia paulista (VPp)
nas concentragdes de 1ug/mL e 3ug/mL.

Paréametros renais/ Min 30 60’ el0} 120°

%TK"

Controle 69.13+4.14 69.04+568 71.84+421 69.94 +6.86

VPp (1pug/mL) 61.91+229 5060+548 6060+7.06 77.01+4.34

VPp (3ug/mL) 62.62+3.62 5854+500 7148+500 70.81+540
%TCI

Controle 78.81+1.25 80.18+290 81.25+1.20 80.49+247

VPp (1pug/mL) 75.88+1.83 7293+275 77.00+4.19 83.66+ 3.60

VPp (3ug/mL) 7184 +366 70.10+x525 73.35+539 67.31+6.01

VPp: Veneno da Polybia paulista. Os dados representam a média + E.P.M (* p<0,05).
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5.2 Analises Histoldgicas

As laminas analisadas demonstraram que os rins esquerdos utilizados como
controle possuiam estruturas normais (glomérulos, tubulos, vasos e intersticios)
(figura 32 A). O rim controle direito perfundido somente com solugdo de Krebs-

Henseleit, também nao apresentou alteragdes (figura 32 B).

A

Figura 32 - A. Fotomicrografia de rim esquerdo demonstrando tubulos e glomérulos
normais. B. Corte histolégico de rim direito perfundido somente com solugdo de
Krebs-Henseleit modificada (coloragao de hematoxilina-eosina; Aumento 400x).
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Os rins perfundidos com 1ug/mL do veneno de Polybia paulista apresentou
glomérulos e tubulos normais. Na avaliacdo histolégica dos rins perfundidos com
3ug/mL do veneno foi observada uma moderada quantidade de material protéico nos

tubulos e espagos urinarios quando comparado ao controle (figura 33).

Figura 33 - Fotomicrografia de rim perfundido com veneno de Polybia paulista (VPp)
na concentragao de 3ug/mL. A: Glomérulos; B: tubulos renais. Depdsito de Material
protéico nos espacgos urinarios e luzes tubulares (coloragao de hematoxilina-eosina;
aumento 400x).
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Foram também observados focos de necrose/apoptose tubular de forma muito
discretas em rins perfundidos com 3ug/mL de veneno da vespa Polybia paulista
(figura 34).

Figura 34 - Fotomicrografia de rins perfundidos com veneno de Polybia paulista
(VPp) na concentracdo de 3 pg/mL, onde sao observados pontos focais de
necrose/apoptose. A: Nucleos Picnéticos; B: células anucleadas (coloragao de
hematoxilina-eosina; aumento 400x).



67

5.3 Efeitos do veneno da Polybia paulista em células MDCK (Madin-Darby
Canine Kidney)

O efeito do veneno da Polybia paulista nas células tubulares renais foi
avaliado através de culturas de células MDCK. A viabilidade das culturas tratadas
(1,0 x 10°/ pogo) com o veneno (3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100ug/mL) foi analisada
pelo método MTT apds 24h de incubacdo. Os resultados demonstraram um efeito
citotoxico dependente da concentragdo do veneno, com valor da Clsp 25.81ug/mL
(Figura 35) e visiveis alteracbes morfologicas, tais com agrupamento celular,

citoplasma granuloso e lise celular (Figura 36, 37 e 38).

1501 *p<0,05

100+

VIABILIDADE CELULAR (%)
5
S
1

Controle 312 625 125 25 50 100
CONCENTRACAO (pg/mL)

Figura 35 - Efeito do veneno da Polybia paulista em células tubulares renais Madin-
Darby Canine Kidney (MDCK). Valores expressos em média + E.P.M. Para andlise
estatistica foi usada a analise de varidancia (ANOVA) com pos-teste de Bonferroni,
"p< 0,05.
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Figura 36 - Fotomicrografia das células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) apos exposicao do veneno da Polybia paulista. A: controle; B: 25 ug/mL,
presenca de citoplasma granuloso.
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Figura 37 - Fotomicrografia das células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) apo6s exposi¢cao do veneno da Polybia paulista. A: controle; B: 50 ug/mL,

presenca de agrupamento celular e citoplasma granuloso.
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Figura 38 - Fotomicrografia das células tubulares renais Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) apés exposi¢cao do veneno da Polybia paulista. A: controle; B: 100 pg/mL,

presencga de agrupamento celular, citoplasma granuloso e lise celular.
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5.4 Liberacao de lactato desidrogenase (LDH)

Para investigar se o veneno foi capaz de alterar a integridade da
membrana foram mensurados os niveis de lactato desidrogenase e foi
observado um aumento significativo nas maiores concentragdes estudadas,
corroborando assim com as alteracbes morfoldégicas observadas em cultura

de células (Figura 39).

* p<0,05

LDH (UI/L)
&

] ]
CONTROLE 3,125 6,25 12,5 25 50 100

CONCENTRACOES

Figura 39 - Liberagédo de Lactato desidrogenage (LDH) apds a adigcédo de diferentes
concentragbes do veneno da Polybia paulista em células MDCK. Valores expressos
em média £+ E.P.M. Para andlise estatistica foi usado a andlise de variancia
(ANOVA) com pds-teste de Bonferroni, p< 0,05.
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5.5 Leito vascular mesentérico

O ensaio com leito mesentérico foi realizado para investigar se o efeito
vascular do veneno era direto ou indireto. Assim, foram testadas trés concentracdes
(3, 10 e 100ug/mL). Na concentragdo de 3ug/mL nao foi observada alteracdes
significativas na pressado de perfusdo do leito vascular mesentérico (tabela 7/figura
40).

Na concentragdo de 10ug/mL o veneno causou um aumento da pressao de
perfusdo, sendo este aumento correspondente a aproximadamente 35% da
contracdo maxima (123,4mmHg) do sistema, obtida com a infusdo de fenilefrina
(5uM/mL), conforme tabela 8/figura 41. Na maior concentragdo estudada
(100pg/mL), a pressao de perfusdo também apresentou um aumento significativo de
aproximadamente 48% da contragdo maxima (107,3mmHg) do sistema (tabela
O/ffigura 42). O efeito do veneno sobre o leito mesentérico foi concentragdo
dependente (VPpsugmL = 39,87 + 0,80 vs VPp1ooygmL = 52,15 + 2,37 e VPp1oygmL =
43,10 £ 1,77 vs VPp1gougmL = 52,15 + 2,37), conforme tabela 10/figura 43.
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Tabela 7 - Presséo de perfusdo do leito vascular mesentérico em ratos tratados com
veneno de Polybia paulista (3ug/mL; n=4); Fenilefrina (5pg/mL).

Pressdo (mmHg)

Presséao basal (controle) 39,76 £+ 0,60
VPp (3pg/mL) 39,87 +0,80
Fenilefrina (5ug/mL) 121,90 + 9,07

Resultados expressos em média + E.P.M.
* p<0,05 em relagao a pressao basal,

()]
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£1507 *p<0,05
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Figura 40 - Pressao de perfusao de leito mesentérico de ratos tratados com veneno
de Polybia paulista (3ug/mL; n=4); Fenilefrina (5ug/mL). Os resultados foram
expressos em media £ E.P.M. * p < 0,05.



74

Tabela 8 - Presséo de perfusio do leito vascular mesentérico em ratos tratados com
veneno de Polybia paulista (10pg/mL; n=4); Fenilefrina (5ug/mL).

Pressdo (mmHg)

Presséao basal (controle) 37,73 £0,40
VPp (10ug/mL) 43,10+ 1,77
Fenilefrina (5ug/mL) 123,40 +9,07

Resultados expressos em média + E.P.M.
* p<0,05 em relagao a pressao basal;
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Figura 41 - Pressao de perfusdo de leito mesentérico de ratos tratados com veneno
de Polybia paulista (10pug/mL; n=4); Fenilefrina (5ug/mL). Os resultados foram
expressos em media £ E.P.M. * p < 0,05.
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Tabela 9 - Presséo de perfusio do leito vascular mesentérico em ratos tratados com
veneno de Polybia paulista (100pg/mL; n=4); Fenilefrina (5ug/mL).

Pressdo (mmHg)

Presséao basal (controle) 36,86 + 0,69
VPp (100ug/mL) 52,15+ 2,37
Fenilefrina (5ug/mL) 107,3+9,25

Resultados expressos em média + E.P.M.
* p<0,05 em relagao a pressao basal;
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Figura 42 - Pressao de perfusdo de leito mesentérico de ratos tratados com veneno
de Polybia paulista (100ug/mL; n=4); Fenilefrina (5ug/mL). Os resultados foram
expressos em média £+ E.P.M. * p < 0,05.
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Tabela 10 - Comparagéo entre as doses utilizadas do veneno de Polybia paulista
(3,10 e 100pg/mL; n=4).

Pressdo (mmHg)

VPp (3ug/mL) 39,87 +0,80
VPp (10pg/mL) 43,10 +1,77
VPp (100ug/mL) 52,15 +2,37*°

Resultados expressos em média + E.P.M.
* p<0,05 em relagado a pressao basal;

= - ab
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Figura 43 - Comparagao entre as doses utilizadas do veneno de Polybia paulista
(3,10 e 100ug/mL; n=4). a, representa p<0,05 em relacdo ao grupo perfundido com
3ug/mL; b, representa p<0,05 em relagcdo ao grupo perfundido com 10ug/mL de
veneno. Os resultados foram expressos em média + E.P.M. * p < 0,05.
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5.6 Efeito do veneno em aorta isolada de rato

5.6.1 Efeito do veneno da Polybia paulista no tbnus basal de aorta isolada na

presenca e na auséncia de calcio.

O veneno da vespa Polybia paulista (0,1 — 20 pg/ml), adicionado
cumulativamente, produziu, de maneira concentracdo dependente, um aumento do
tbnus basal da aorta isolada com magnitude correspondente a 135,7 £ 14,6% (n = 4)
em relagéo a contracdo de referéncia induzida por 60 mM de K*, como demonstrado
na figura 44.

Para avaliar o envolvimento do calcio extracelular no efeito do veneno a
preparagao foi mantida em meio sem calcio e na presenca de EGTA (1mM). O efeito

vasoconstrictor do veneno de VPp foi significativamente reduzido nas concentragdes

3, 10 e 20 pg/mL (Figura 44).

160 ~ *p<0,05 *
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Figura 44 - Curva concentracdo — efeito do veneno da Polybia paulista em aorta
com o endotélio intacto na presenca de Ca®* 1 mM (e, n = 4; 0,1 — 20 pg/mL) e na
auséncia de Ca®* 1 mM (e, n = 4; 0,1 — 20 pg/mL). Valores expressos em média *
E.P.M., ANOVA, Holm-Sidak *p<0,05.
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5.6.2 Efeito do veneno da Polybia paulista na presenca de Fentolamina
Para avaliar o envolvimento de receptores adrenérgicos no efeito contratil do

veneno foi adicionada fentolamina (5 uM) que reduziu significativamente o efeito

produzido pelo veneno (figura 45).

160 - *p<0,05 *
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Figura 45 - Curva concentracgao - efeito do veneno da Polybia paulista em aorta com
o endotélio intacto sem fentolamina (e, n = 4; 0,1 — 20 yg/mL) e na presenga da
fentolamina (e, n = 4; 0,1 — 20 pg/mL) Valores expressos em média + E.P.M.,
ANOVA, Holm-Sidak *p<0,05.
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5.6.3 Efeito do veneno da Polybia paulista na presencga de Verapamil

A adigao prévia de verapamil (10 uM), um bloqueador dos canais de calcio,
também reduziu significativamente a vasoconstricdo induzida pelo veneno da
Polybia paulista nas concentra¢des de 3, 10 e 20 uyg/mL, conforme demonstrado na

figura 46.
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Figura 46 - Curva concentracdo — efeito do veneno de Polybia paulista em aorta
com o endotélio intacto sem verapamil (e, n = 4; 0,1 — 20 yg/mL) e na presenga do
verapamil (e, n = 4; 0,1 — 20 pg/mL). Valores expressos em média + E.P.M,,
ANOVA, Holm-Sidak *p<0,05.
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6 DISCUSSAO

A fauna brasileira de vespas sociais é constituida por diversas espécies, as
guais possuem venenos pouco conhecidos bioquimicamente, farmacologicamente e
imunologicamente. A espécie Polybia Paulista € uma vespa social muito endémica
no Sudeste do Brasil causando muitos acidentes, principalmente, com profissionais
que entram em contato com seu ninho (OLIVEIRA; PALMA, 1998; SANTOS et
al.,2007). Além de ataques bastante agressivos, os acidentes com esses insetos
apresentam certa severidade, com um numero elevado de pacientes evoluindo com

complicagdes graves ou O6bito, incluindo a faléncia renal (FRANCA et al., 1994).

Os efeitos do veneno da vespa Polybia Paulista na funcdo renal, na
contratilidade adrtica e em cultura de células renais ndo possuem relatos na literatura,
embora esteja descrito a capacidade dos venenos vespideos induzir neurotoxidade
(PAES-OLIVEIRA et al., 1998; MORTARI, 2007), miotoxidade (OLIVEIRA; SCHEIDT,
2005; ROCHA et al., 2007) e lesbes tubulares como a provavel causa da faléncia
renal aguda (BHATTA et al.,, 2005; GRISOTTO et al., 2006; DAS; MUKHERJEE,
2008; D’CRUZ et al., 2008).

No presente estudo, com a infusdo do veneno da Polybia paulista (3ug/mL)
em rim isolado, foi observado um aumento da pressao de perfusao e da resisténcia
vascular renal, acompanhados do aumento do ritmo de filtragdo glomerular e do
fluxo urinario. O efeito do veneno sobre a resisténcia renal foi provavelmente
responsavel por esse aumento na filtracdo glomerular e consequente aumento do
fluxo urinario. Isso decorre pelo fato de que o processo de filtragcdo renal depende de
diversos fatores que interagem a nivel glomerular, incluindo a pressao de perfuséo,

influenciada pela resisténcia vascular.

Fisiologicamente, a press&o arterial renal pode variar no intuito de manter o
fluxo sanguineo renal constante. O fluxo e o ritmo de filtragdo do glomérulo estéo
relacionados a pressdao de perfusao renal, provavelmente, pela ativacido de
receptores adrenérgicos presentes nas arteriolas renais e em outros leitos

vasculares. Assim, parece que o efeito vasoconstritor da arteriola eferente
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reduz a saida de sangue do glomérulo levando ao aumento na resisténcia dos
capilares glomerulares e consequentemente do filtrado glomerular (JOHNSON,
2000). Dessa forma, as alteragbes renais encontradas no presente estudo sugerem

a participacao de receptores adrenérgicos.

Ha relatos de que o aumento da pressao de perfusédo renal provocada apos
acidentes com Hymenoptera ocorre provavelmente pelo excesso de catecolaminas e
outros compostos biologicamente ativos presentes no veneno (STRASSER et al.,
1992). Além disso, o acidente com vespas pode induzir a liberagcdo enddgena
dessas substancias por componentes da pegonha, como as fosfolipases A,
(GRISOTTO et al., 2006).

As alteragdes renais observadas nesse estudo corroboram com outros
trabalhos descritos na literatura e que utilizam o mesmo modelo experimental,

demonstrando efeitos similares com venenos de outra familia e outros artropodes.

Alves et al. (2005), demonstraram que o veneno total do escorpido T.
serrulatus, é capaz de induzir diversas alteragdes na fungao renal, como aumento na
pressao de perfusdo e na resisténcia vascular renal, bem como reducdo no

percentual de transporte total de sédio, potassio e cloreto.

Em nosso estudo, foi observada uma reducgéao significativa no percentual de
transporte tubular de sddio. Os percentuais de transporte tubular de potassio e
cloreto apresentaram uma discreta redugcdo, embora n&o foi significante quando

comparado ao grupo controle.

Estudos experimentais e clinicos sugerem que a patogénese das lesdes
renais induzidas por venenos da ordem Hymenoptera estad relacionada com a
ocorréncia de rabdomidlise, vasoconstricio e toxicidade direta nas células tubulares
renais (GRISOTTO et al., 2006; DAS; MUKHERJEE, 2008).
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A observacgao de danos diretos nos tubulos renais pode ser, dependendo de
sua intensidade, irreversivel (VIKRANT et al., 2005). Assim, em nosso estudo, a
reducao significativa do percentual de transporte de sodio sugere que a pegonha da

vespa Polybia paulista exerga efeitos sobre os tubulos renais.

A avaliacdo histopatologica de rins perfundidos com o veneno revelou
depdsito de material protéico nos tubulos e espacgos urinarios, possivelmente devido
ao efeito toxico do veneno sobre os glomérulos e tubulos renais. As células dos
tubulos renais apresentaram regides focais com nucleos picnéticos ou auséncia de
nucleos na maior concentragcao estudada. Assim, os efeitos vasculares encontrados,
como o aumento pressérico renal, podem ter sido responsaveis pela passagem de

proteinas dos capilares para o filtrado glomerular.

De um modo geral, o veneno da vespa Polybia paulista mostrou ser capaz de
promover aumento na pressdo de perfusdo e resisténcia vascular renal levando,
consequentemente, a elevagéo do ritmo de filtracdo glomerular e do fluxo urinario.
Essas alteracdes foram acompanhadas da perda da fungao de transporte tubular de
sddio na maior concentragao estudada, demonstrando, assim, uma injuria a nivel

tubular comprovada pela histologia.

Esses resultados corroboram com os achados de Alves et al. (2005), uma vez
que em perfusao de rim isolado com o veneno de escorpiao, foram observados picos
pressoricos e deposito protéico nas estruturas renais similares ao encontrado pelo
presente trabalho. Outro estudo, realizado com o veneno de abelhas (Hymenoptera,
Apidae), também observou extravasamento de proteinas para os tubulos renais
(GRISOTTO et al., 2006).

Os achados descritos anteriormente indicam que o veneno da vespa Polybia
paulista é capaz de induzir lesdes diretas e/ou indiretas aos tubulos renais, podendo
haver intima relagdo dessas lesdes com o desencadeamento de uma possivel

insuficiéncia renal aguda apos acidentes com a vespa.
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Zhang et al. (2001) descreveram a nefrite tubulointersticial como causa da
insuficiéncia renal aguda apos acidente com vespa. Vikrant et al. (2005) relataram
trés casos de pacientes com quadro de insuficiéncia renal aguda apos ataques de
vespas. Dois deles foram causados por necrose tubular aguda na presencga de
hemdlise ou rabdomidlise ou resultante de um efeito nefrotoxico direto. O terceiro foi
devido a nefrite intersticial consequénte a hipersensibilidade para com o veneno de
vespa. Em outros estudos, a necrose tubular aguda esteve presente, fato que
também corrobora com os achados renais do presente estudo (SITPRIJA et al.,
1972; SINGH et al., 2005; D’'CRUZ et al., 2008; DAS; MUKHERJEE, 2008).

Em fungdo das alteragbes histologicas e dos parametros funcionais
encontradas nos rins perfundidos com veneno da vespa Polybia paulista, foi
avaliada a citotoxicidade induzida pelo veneno em cultura de células renais, mais

especificamente com células do epitélio tubular (MDCK).

Na maior concentragao, o veneno causou dano as células renais observada
pela reducao da viabilidade celular e pela perda da integridade da membrana, visto
em ensaios com MTT e liberacao da lactato desidrogenase (LDH), respectivamente.
Uma vez que a perda da integridade € acompanhada pelo aumento do LDH, foi
sugerida que a morte celular € consequéncia da necrose e nao da apoptose,

confirmando o achado histolégico realizado em rins perfundidos com veneno.

Han et al. (2002) observaram a citotoxicidade induzida pelo veneno de
abelhas (Hymenoptera, Apidae) em cultura de células de tubulo proximal de coelhos,
onde demonstraram a perda da viabilidade celular e o aumento da lactato
desidrogenase. Grisotto et al. (2006) também demonstraram que apds a adicao do
veneno de abelhas em tubulos proximais isolados de ratos foi observado um
aumento significativo na liberacdo da lactato desidrogenase, da mesma forma,
estudos de Das e Mukherjee (2008) acompanharam dois casos de pacientes que
apresentaram uma elevacédo da lactato desidrogenase apos acidente com vespas

(Hymenoptera, Vespidae).
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Essas alteracbes podem ser explicadas, provavelmente, pela presenca de
mastoparanos na composicado do veneno de vespideos o qual esta envolvido na
morte celular por necrose e apoptose (PERIANIN; SNYDERMAN, 1989) e ainda
contribui para o extravasamento de proteinas, como observado no estudo
histolégico resultante de uma desestabilizagdo da membrana basal glomerular
(ROCHA et al., 2007).

Em funcdo das alteragbes renais com o veneno da vespa Polybia paulista,
experimentos foram realizados com leito vascular mesentérico isolado e foi
observada a participagdo vascular no aumento da pressdao e da resisténcia
vascular. Também foi observado o efeito dose dependente do veneno, uma vez que
baixas concentragdes (3ug/mL) ndo apresentaram alteragbes significativas,
concentragdes intermediarias (10ug/mL) demonstraram atividade constritora, e altas
concentracdo (100ug/mL) demonstraram efeito vasoconstritor ainda maior,
provavelmente pela presenga de aminas biologicamente ativas no veneno da

Polybia paulista.

A fim de investigar a possivel acdo vasoconstritora, do veneno da vespa
Polybia paulista, foram realizados experimentos em aorta isolada. Nossos ensaios
revelaram que o veneno aumentou a contratilidade dos anéis de aorta mantidos sob

tensao basal confirmando assim o efeito vasoconstritor do veneno.

Varios mecanismos estdo envolvidos na contragao do tecido liso vascular. As
células musculares lisas podem contrair de uma forma direta, através de seus
receptores especificos para neurotransmissores, e de forma indireta, através da
liberagao de substancias derivadas do endotélio (COELHO et al., 2002). Isso decorre
do influxo de calcio através da membrana e da liberacdo dos estoques intracelulares,

que tem papel fundamental na contragéo vascular (JACKSON, 2008).

Sabe-se que a contragdo do musculo liso ocorre principalmente pelo influxo
de ion de calcio para a célula muscular e que, quando a concentracdo desse ion no
liquido extracelular é reduzida, a contracdo do musculo liso € praticamente abolida
(CONSTANZO, 2004). No presente estudo, em meio desprovido de calcio a resposta

contratil da vespa Polybia paulista foi inibida. Da mesma forma, com o uso do
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verapamil, um bloqueador dos canais de calcio operado por voltagem o efeito
inibitério permanece, confirmando assim a participagdo dos canais de calcio

operados por voltagem na contragao induzida pelo veneno.

Neste trabalho, o uso da fentolamina, um bloqueador dos receptores alfa
adrenérgicos, demonstrou significativamente reducao no efeito contratil do veneno
em anel de aorta, sugerindo a participagdo desses receptores e corroborando assim

com os achados encontrados em rim isolado.
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7 CONCLUSOES

O estudo demonstrou que o veneno de Polybia paulista induziu alteragdes
nos parametros renais, aumentando a resisténcia vascular, a pressao de perfusao,
o ritmo de filtracdo glomerular e o fluxo urinario. O veneno ocasionou uma redug¢ao

significativa do percentual de transporte de sédio.

Em ensaios com cultura de células do tubulo renal, o veneno da vespa
Polybia paulista causa morte celular em células tubulares por necrose em elevadas

concentragdes, uma vez que houve liberagcédo de lactato desidrogenase.

Os ensaios com leito mesentérico sugerem a agao vascular direta do veneno

no efeito vasoconstritor.

Em aorta isolada de rato, o veneno da Polybia paulista causou um efeito
contratil que envolve o influxo de célcio através de canais operados por voltagem,

provavelmente mediado pela ativagao de receptores a-1 adrenérgicos.

Por fim, o trabalho aponta perspectivas no sentido de elucidar os
mecanismos envolvidos nos efeitos observados, bem como para direcionar o
fracionamento do veneno, na busca dos componentes que tenham atividade
vasoconstritora que possam ser utilizados como ferramentas farmacolédgicas e ou

terapeuticas.
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