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RESUMO

ANALISE DOS BIOMARCADORES PRECOCES DA LESAO RENAL
PROMOVIDOS PELO VENENO DA SERPENTE COLOMBIANA Bothrops ayerbei
EM RATOS

O envenenamento ofidico representa um problema de saude publica, que se caracteriza por
causar Vvérias fisiopatologias sistémicas, dentre estas a lesdo renal aguda (LRA) é a de maior
importancia. A patogénese da LRA induzida por o envenenamento Botropicos é multifatorial
e tende a ser associada a nefrotoxicidade direta, coagulacdo vascular disseminada e atividade
de enzimas proteoliticas que atuam sobre as estruturas do rim. No estado do Cauca na
Colébmbia a serpente Botrhops ayerbei foi reconhecida como nova espécie através da
descricdo morfoldgica e a caracterizacdo molecular de seu veneno, considerando esta ultima
como uma valiosa assinatura para a identificacdo de espécies e as propriedades do veneno.
Por conseguinte, o objeto deste trabalho é caracterizar os efeitos renais do veneno de B.
ayerbei (VBa), e avaliar parametros bioquimicos associados a fungdo renal, perfil oxidativo e
atividade antioxidante fazendo uma comparacdo com biomarcador precoce de lesdo renal de
transcricdo génica através de RT-PCR, e o andlise histopatoldgica. Para isto, foram utilizados
ratos Wistar de 250-300g (protocolo 150/14), divididos em trés tempos 8, 16 e 24 horas cada
um com dois grupos de avaliacdo controle (PBS) e tratado (75% DI50 do VBa). Assim, foi
observado gque o envenenamento por inoculacdo intraperitoneal do VBa, promove alteracdes
bioquimicas associadas num comeco a lesdo direta do veneno sobre as estruturas renais,
causando um aumento do acido Urico plasmatico (8h: 1,220 + 0,2061 pg/dL) e urinario (8h:
5,600 = 0,230 pg/dL), seguido por proteinaria (8h: 17,920 + 0,807 pg/dL), diminuicdo do
ritmo de filtracdo glomerular (RFG) (8h: 0,9211 + 0,2131 mL/min/100g), e aumento do
clearance de &gua livre (8h: -0,013 + 0,003 mL/min), assim como também um aumento da
osmolalidade urinaria (8h: 625,8 + 33,27 Mmol/Kg). Posteriormente foi encontrado um
aumento nas concentrages de ureia na urina (16h: 31,120 + 1,866 pg/dL) e creatinina
urinaria (24h: 54,890 + 3,360 pg/dL), com uma diminui¢do do clearance de osmolalidade
(16h: 317,8 + 26,05 Mmol/Kg) e um aumento da fracdo de excrecdo de Na™ (16h: 4,552 +
0,204 %) e o RFG (24h: 0,7415 = 0,0717 mL/min/100g), A seguir o VBa apresentou
alterac6es no perfil oxidativo no ultimo tempo de avaliagdo com uma diminui¢do dos niveis
de GSH (24h: 78,75 + 3,059 pg/mg prot.) e verificou-se lesdo nas células renais pela
expressdo de biomarcadores tais como: a molécula de injdria renal-1 (KIM-1) e a lipocalina
associada a gelatinase neutrofilica (NGAL). Além disso, citocinas pré-inflamatorios como a
interleucina-18 (IL-18), interleucina-1 beta (IL-1B) e o peptideo-1 quimiotatico para
monacitos (MCP-1) foram encontradas aumentadas, atuando como coadjuvantes no processo
de lesdo renal, Desta forma, 0 VVBa ndo altera parametros plasmaticos associados a LRA, mas
causa processos hemorragicos que repercute na circulacdo sanguinea com extravasamento o
que possivelmente causaria hipovolemia e consequente diminui¢do do RFG, seguido por uma
regulacdo na excrecdo de substancias. Comparando com os resultados da biologia molecular
comprovou-se dano nas celulas renais, e desenvolvimento de processos inflamatérios que
podem promover lesdo renal. Concluimos assim, que o veneno de VVBa promove alteragdes
renais comprovado por biologia molecular, e ndo por teste bioquimicos, demonstrando que o
uso de biomarcadores precoce € necessario para o entendimento da fisiopatologia renal gerada
por o envenenamento de serpentes.

Palavras-chaves: Bothrops ayerbei, lesdo renal aguda, biomarcadores renais, acidente ofidico.



ABSTRACT

ANALYSIS OF EARLY BIOMARKERS OF RENAL INJURY PROMOTED BY
COLOMBIAN SERPENT VENOM Bothrops ayerbei IN RATS

The snake poisoning represents a public health problem, which is characterized by several
systemic pathophysiologies, among which acute renal injury (AKI) is the most important. The
pathogenesis of AKI induced by Botrépico poisoning is multifactorial and tends to be
associated with direct nephrotoxicity, disseminated vascular coagulation and the activity of
proteolytic enzymes that act on the structures of the kidney. In the state of Cauca in Colombia
the snake Botrhops ayerbei was recognized as a new species through the morphological
description and molecular characterization of its venom, considering the latter as a valuable
signature for the identification of species and the properties of the venom. Therefore, the
purpose of this work is to characterize the renal effects of venom of B. ayerbei (VBa), the
present study evaluated biochemical parameters associated with renal function, oxidative
profile and antioxidant activity, making a comparison with early biomarker of renal injury
through gene transcription RT-PCR, and histopathological analysis. For this, 250-300g Wistar
rats (150/14 protocol) were used, divided into three times 8, 16 and 24 hours each with two
control (PBS) and treated groups (75% DVB of VBa). Thus, it was observed that poisoning
by intraperitoneal inoculation of VBa promotes biochemical changes associated at the onset
with direct injury of the venom on renal structures, causing an increase in plasma uric acid
(8h: 1,220 £ 0,2061 pg / dL) and urinary (8h: 5,600 + 0,230 pg / dL), followed by proteinuria
(8h: 17,920 + 0,807 pg / dL), decreased glomerular filtration rate (GFR) (8h: 0.9211 + 0.2131
mL / min / 100g) , And increased clearance of free water (8h: -0.013 £ 0.003 mL / min), as
well as increased urine osmolality (8h: 625.8 + 33.27 Mmol / kg). An increase in urine urea
concentrations (16h: 31,120 + 1,866 ng / dL) and urinary creatinine (24h: 54,890 + 3,360 ng /
dL) was observed, with a decrease in the osmolality clearance (16h: 317.8 + 26 , 05 Mmol /
kg) and an increase in the Na + excretion fraction (16h: 4.552 + 0.204%) and the RFG (24h:
0.7415 = 0.0717 mL / min / 100g). (24h: 78.75 £+ 3.059 pg / mg prot.) And renal cell damage
was found by expression of renal biomarkers such as: renal injury-1 molecule (KIM-1) and
neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL). In addition, pro-inflammatory cytokines
such as interleukin-18 (IL-18), interleukin-1 beta (IL-1B) and chemotactic peptide-1 for
monocytes (MCP-1) were found to act as adjuvants in the injury process Thus, VBa does not
alter plasma parameters associated with AKI, but causes hemorrhagic processes that affect the
blood circulation with extravasation, which could cause hypovolemic and consequent
decrease of RFG, followed by a regulation in the excretion of substances. Compared with the
results of molecular biology, renal cell damage has been proven, and inflammatory processes
that may promote renal damage have been developed. We conclude that the VBa venom
promotes changes in kidney damage as demonstrated by molecular biology, and not by
biochemical tests, demonstrating that the use of early biomarkers is necessary for the
understanding of renal pathophysiology generated by snake poisoning.

Keywords: Bothrops ayerbei, acute renal injury, renal biomarkers, ophidian accident.
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INTRODUCAO

O acidente ofidico € um evento caracterizado pela inoculacdo de substancias toxicas
como resultado da picada de serpentes peconhentas, que pode causar severos danos a tecidos e
Orgdos e assim, gerar Obito. Este tipo de acidente é classificado como uma doenca
negligenciada e encontra-se relacionado de forma prevalente a atividades rurais em regides
tropicais (LEVANO e FERNANDEZ, 2004; CASTRILLON-ESTRADA et al., 2007),
gerando impacto na populacio e nos sistemas de salde, especialmente na Africa, Oceania e
América Latina.

A estimativa global do niumero de casos reportados por picadas de serpentes é de 5,4
milhdes de casos, dos quais 2,5 milhdes destes casos sdo associados com envenenamentos que
resultam em 125.000 mortes. Estas estatisticas encontram-se subestimadas devido & maioria
dos dados disponiveis terem limitagdes em seu registro, pois em paises de renda média ou
baixa, a procura de centros de salde, crencas e acesso aos cuidados clinicos ndo séo ideais
(KASTURIRATNE et al., 2008; GUTIERREZ et al., 2010; MORAIS et al., 2013).

Em zonas tropicais latino-americanas estima-se anualmente um total de 150.000
envenenamentos de serpentes e aproximadamente 5.000 mortes relacionadas, sendo o0s paises
mais afetados, os de maior diversidade em relevo e habitat, dentre estes, México, Brasil e
Colémbia (CUELLAR-GORDO et al., 2015). Em especial, as condi¢cdes ambientais e
geograficas da Colémbia favorecem para uma alta diversidade de espécies de serpentes com
272 identificadas, das quais 49 sdo citadas como de importancia clinica que se encontram
distribuidas por todo o pais divididas em duas familias, nove géneros e uma espécie marinha
(CASTRILLON-ESTRADA et al., 2007; CUELLAR-GORDO et al., 2015).

Dados recentes tém apresentado que a Colémbia é afetada consideravelmente por
casos de acidente ofidico, especialmente por serpentes do género Bothrops, o qual representa
90% dos acidentes reportados. Na estimativa anual, encontra-se uma incidéncia de 6,2 a 20
casos de acidentes para cada 100.000 habitantes e uma mortalidade de 0,04 a 7,6% dos casos
reportados (NUNES, 2014), pelo que a importancia do estidio na fisiopatologia do

envenenamento torna-se importante para o entendimento do acidente ofidico.

1.1 Género Bothrops

O género Bothrops, familia Viperidae subfamilia Crotalinae, tem um alto interesse

cientifico, pois sdo as serpentes desse género as maiores causadoras de envenenamentos
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ofidicos. Compreende um total de 37 espécies comumente conhecidas como viboras de
covinhas (pitvipers), devido a sua principal sinapomorfia: a presenca da fosseta loreal em uma
concavidade do osso maxilar (NASCIMENTO, 2014). Esta estrutura termo-sensorial lhes
permite identificar e dimensionar presas tais como pequenos mamiferos devido a endotermia
(CAMPBELL e LAMAR, 2004).

Encontram-se amplamente distribuidas em todos os continentes, com excecdo da
Antartida e Australia. S&o serpentes grandes, chegando a atingir um comprimento até 2 m,
podem ser terrestres ou semi-arboreas, de habitos noturnos nas regides tropicais, sendo mais
ativas nos periodos chuvosos, durante os quais a maioria das atividades reprodutivas ocorrem
(ALAPE-GIRON et al., 2008; SASA et al., 2009).

Na Coldmbia este género esta representado pelas espécies Bothrops atrox, Bothrops
asper, Bothrops punctatus, Bothrops rhombeatus, Bothrops ayerbei e Bothriechis schlegelii,
as quais sdo responsaveis por 90% dos acidentes ofidicos ( FOLLECO-FERNANDEZ, 2010;
SARMIENTO, 2012; CUELLAR-GORDO et al., 2015). Recentemente no estado do Cauca
na Colémbia, é descrito que a serpente responsavel por altas taxas de incidéncia de acidentes
ofidicos é a B. ayerbei, gerando 43,2% dos envenenamentos reportados no estado no periodo
de 2000 a 2008 (AYERBE e LATORRE, 2010),

1.2 Componentes dos Venenos

Venenos de serpentes compreendem uma complexa mistura de moléculas de diferente
estrutura bioquimica, com uma predominancia de proteinas, chegando a 90% do peso seco,
muitas das quais com atividade enzimética. Além das proteinas, também sdo encontrados no
veneno pequenos peptideos, carboidratos, lipideos, ions metalicos e compostos organicos, que
por sua vez sdo compostos de sédio, potassio, fésforo, cloro, célcio, magnésio, manganés,
zinco e cobre (ANGULO e LOMONTE, 2009; AL-SHAMMARI et al., 2013).

Toxinas das serpentes da familia viperidae podem ser agrupadas em proteinas com
atividade enzimatica como: serino proteinases de venenos de serpentes (SVSP),
metaloproteinases de venenos de serpentes (SVMP), L-aminoacido oxidases (LAOSs) e grupos
de fosfolipases A, (PLA;), além de proteinas sem atividade enzimatica tais como:
desintegrinas, moléculas como lectina tipo C, peptideos potencializadores de bradicinina,
miotoxinas, proteinas secretoras ricas em cisteina, fator de crescimento endotelial vascular e
nervoso, cistatina e inibidores de peptidase do tipo Kunitz (FRY, 2005; CALVETE et al.,
2007; ALAPE-GIRON et al., 2009).
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Todas estas moléculas que representam a composi¢ao dos venenos podem variar por
fatores ambientais, nutricionais e geograficos, desta forma contribuindo para a atividade
bioldgica especifica do veneno ( BORGES et al., 2001; ALAPE-GIRON et al., 2009; JORGE
et al.,, 2017). Dentre estes compostos, 0s componentes de maior importancia sdo as
metaloproteinase (SVMPs), as fosfolipase A, (PLASS) e as serino proteinases (SVSP).

As Metaloproteinases de venenos de serpentes (SVMPSs) séo toxinas abundantes em
venenos Viperideos e desempenham um papel importante no dano tecidual local, na
hemorragia e na coagulopatia ap6s 0 envenenamento. Estas se encontram classificadas com
base no seu dominio e estdo divididos em quatro grupos estruturais PI, Plla e Pllb, Pllla e
PllIb, e PIV ( GUTIERREZ et al., 2005; FOX e SERRANO, 2008; ANGULO e LOMONTE,
2009).

O Grupo PI encontra-se estruturalmente composto pelo dominio metaloproteinase,
residuos de cisteinil e ligacdo de ponte dissulfeto. O grupo PII caracteriza-se por apresentar,
além do dominio de metaloproteinase, um dominio de desintegrinas, o que potencializa seus
efeitos. O grupo PIII estd constituido por desintegrinas ricas em cisteinas podendo-se
encontrar dominios glicosilados o que causa major hemorragia do que 0s outros grupos.
Finalmente, as SVMP P-IV sdo heterodimeros, com uma subunidade correspondente na
cadeia de P-I1l e um dominio lectina tipo C, sendo classificada recentemente dentro da classe
P-111 (BERNARDES et al., 2008; FOX e SERRANO, 2008; GUTIERREZ et al., 2009a).

As modificacBes dos dominios tém importancia porque permite comparar a poténcia
dos efeitos. Assim a classe P-Ill é considerada como uma das mais potentes no processo
hemorréagico quando comparada com as classes Pl e P-11, as quais carecem de desintegrinas e
sdo ricas em cisteinas (ASEGA et al., 2014; MORA-OBANDO et al., 2014). Atualmente, tem
sido elucidado o mecanismo de acdo das SVMPs o qual tende a ser unificado num modelo de
dois estagios (Figura 1). Inicialmente, as SVMPs hemorragicas se ligam e hidrolisam
componentes da membrana basal (MB) de vasos capilares, particularmente degradando
coladgeno tipo IV. Seguida da degradacdo da MB se produz um enfraquecimento da
estabilidade mecénica da parede capilar, e consequentemente as forcas hemodindmicas que
operam normalmente na vasculatura (pressdo hidrostatica e tensdo de cisalhamento)
provocam a distensdo e eventual ruptura da parede capilar, seguido do extravasamento
(GUTIERREZ, 2016).
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Figura 1. Mecanismo hemorragico proposto de dois estagios da acdo de metaloproteinases
dependentes de zinco (SVMPs) do veneno de serpentes em vasos sanguineos capilares.

MembranaBasal &

Celulasendotelias Pericito

- S
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Fonte: Adaptado de GUTIERREZ (2016).

Nota: Mecanismo de acdo hemorragico proposto em dois estagios de metaloproteinases dependentes de zinco
(SVMPs) do veneno de serpentes em vasos sanguineos capilares. As SVMPs hidrolisam o0s principais
componentes da membrana basal (BM) que envolve as células endoteliais dos vasos capilares.

Fosfolipase A, é um dos principais compostos do veneno de serpentes que tem
adquirido uma variedade de atividades tdxicas durante sua evolucgéo, incluindo miotoxicidade,
neurotoxicidade, citotoxicidade, efeitos anticoagulantes e inflamatérios.

De maneira geral, as PLA,s sd0 enzimas responsaveis pela ativacdo de mediadores
inflamatorios e pré-inflamatoérios como as prostaglandinas, os leucotrienos, fator de agregacédo
plaquetaria e lisofosfolipideos. Essas enzimas catalisam a hidrolise da ligacdo sn-2 de ésteres
de fosfoglicerideos, produzindo lisofosfolipideos e acidos graxos insaturados em uma reacao
dependente de célcio (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002). Dentre seus efeitos mais
importantes esta sua participacdo nos eventos degenerativos das células musculares que
acontece de maneira geral quando estas miotoxinas ligam-se ao receptor da membrana
plasmatica rompendo-a por mecanismos cataliticos dependentes ou independentes, o que
provoca um pronunciado influxo de Ca** onde se produz vérios eventos degenerativos que
promovem o dano (GUTIERREZ e OWNBY, 2003).

Por outro lado, L-amino oxidase de venenos de serpentes LAOs, sdo usualmente
homodimeros com cofator FAD (flavina adenina dinucleotideo) ou FMN (flavina

mononucleotideo) covalentemente ligados a sua estrutura quimica. A cor amarela dos venenos
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ricos nessas enzimas estd relacionada a presenca do pigmento riboflavina presente nos
cofatores, fato que facilita sua purificagdo. Sdo encontrados em altas concentragdes que
variam segundo a espécie e podem contribuir com a toxicidade do veneno (IZIDORO et al.,
2014). Estas LAOs exibem especificidade catalitica para aminoacidos hidrofobicos e
aromaticos de cadeia longa e estdo ativos numa ampla gama de pH e temperaturas. Suas
estruturas, massa molecular e pontos isoelétricos sdo bastante variados, capazes de induzir
alteracdes locais contribuindo nos efeitos hemorragicos e edematogénicos, assim como nos
efeitos sisttmicos da funcdo plaquetaria, que causam disturbios da coagulacdo do plasma,
entre outras (CAMPOS et al., 2013).

1.3 Envenenamento ofidico Botropico

O entendimento do envenenamento se da a partir da compreensdo do veneno sendo
este uma secrecdo produzida por glandulas exdcrinas, de cor amarela ou branca, constituida
por uma série de peptideos e proteinas toxicas dentre elas as miotoxinas, hemorraginas,
nefrotoxinas, neurotoxinas e toxinas coagulantes que causam diferentes efeitos (LEVANO e
FERNANDEZ, 2004), as quais tém como funcio imobilizar, matar e/ou digerir a sua presa
(ALAPE-GIRON et al., 2008).

O veneno é utilizado pelas serpentes como mecanismo para a obtencdo de alimento,
assim como mecanismo de defesa diante alguns predadores, como, por exemplo, 0 homem.
Neste contexto, 0 envenenamento por venenos de serpentes ocasiona varias manifestacdes
(CASTRILLON-ESTRADA et al., 2007; FADARE et al., 2012).

Na clinica é observado que 0 envenenamento por serpente esta associado a varias
manifestacdes clinicas importantes, dentre elas: 1) a lesdo tecidual local: 2) midlise ; 3)
coagulopatia e hemorragia; 4) insuficiéncia renal e 5) cardiotoxicidade, gerando efeitos
secundarios que contribuem para morbidade e mortalidade (WHITE, 2005). Dentre a
sintomatologia da lesdo tecidual local gerada pelos venenos botropicos encontram-se
caracterizada por inchaco, bolhas, hemorragia e necrose muscular, que sédo desenvolvidas
rapidamente ap6s a picada (AL-JOHANY et al., 2015). A midlise sistémica ocorre devido a
atividade proteolitica que se encontra associada ao diagndstico de rabdomiolise, que € uma
manifestacao clinica na qual ocorre a liberacdo de mioglobina do tecido muscular esquelético,
filtrada e eliminada pelo sistema renal, gerando dano, com mudanga na tonalidade da urina
(AZEVEDO-MARQUES et al., 1987).

Diversos tipos de compostos do veneno podem afetar a hemostasia, encontrando-se
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varios efeitos relacionados que conduzem & reducdo da coagulagdo sanguinea, aumento
hemorragico, choque hipovolémico, dano secundario a 6rgdos (hemorragia intracerebral,
hemorragia pituitaria anterior) e danos renais. Além de apresentar alteragdes trombaticas, que
podem conduzir & embolia pulmonar (WHITE, 2005).

Vérios fatores estdo envolvidos na patogénese da LRA ap6s a picada de serpentes, a
qual é desenvolvida de forma tardia e se encontra relacionada a uma acédo direta do veneno ou
por efeitos indiretos através de mediadores inflamatorios, impacto nefrotoxico da mioglobina,
hemoglobina, hipovolemia, coagulopatia intravascular disseminada e isquemia renal como
relatada por vérios autores (ALBUQUERQUE et al., 2013; HROVAT et al., 2013; CASTRO
etal., 2014).

Clinicamente, sabe-se que o tratamento nos casos clinicos de envenenamento € a
imunoterapia com antiveneno que tem uma boa eficacia na neutralizacdo de toxinas
responsaveis por efeitos sistémicos. Entretanto, o soro ndo é muito eficaz na reversdo dos
danos locais (GUTIERREZ et al., 2006), e sequelas do mesmo pode terminar no
desenvolvimento de dano em diferentes érgdos por acumulacdo do veneno como no caso das
falas renais. Por isso, novas alternativas vém sendo estudadas, e o conhecimento para a

deteccdo de dano é primordial no tratamento apds envenenamento.

1.4 Alteracdes Renais Produzidas pelos venenos de serpentes

A fisiopatologia renal associada ao veneno de serpente envolve todos os componentes
renais, isto é, glomérulo, tabulos, intersticio e vasculatura (HROVAT et al., 2013). Devido ao
rim ser um 6rgdo altamente vascularizado tende a ser muito suscetivel a toxinas dada a sua
funcionalidade na eliminacdo de substancias (REYES et al., 2009; SITPRIJA; SITPRIA,
2012).

Achados clinicos e pré-clinicos apresentam manifestacbes onde sdo observadas
comumente anomalias que desencadeia les@o renal aguda (LRA), e tende a ser desenvolvida
ap6s a picada de serpentes do género Bothrops. Dentre essas manifestacbes pode ser
encontrado: oliguria, proteindria, hematdria e incremento de creatinina plasmatica, as quais
podem ser persistentes, e evoluir a um estado critico requerendo de tratamento com dialises.
(RODRIGUES et al., 2011; ALBUQUERQUE et al., 2013).

Estudos renais do envenenamento por B. asper mostraram por histologia uma
progressdo no dano renal através do tempo, onde conseguiu ser observado colapso

glomerular, presenga de cilindros hialinos, infiltrado inflamatorio, dilatagdo dos tubulos e
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varios tipos de glomerulonefrites até o desaparecimento da capsula de Bowman (REYES et
al., 2009). Estes dados se encontram em concordancia, com outros estudos, no qual é
encontrado alteragdes morfologicas no tecido renal tais como: dilatacdo glomerular, necrose
tubular e danos nas estruturas renais, bem como sinais de hemorragia medular e intertubular
nos estagios iniciais desencadeados pelo envenenamento de serpentes Crotalus (AL-
JOHANY et al., 2015).

Lesdes renais podem ser causadas por acdo isolada ou combinada de diferentes
mecanismos de isquemia renal que resulta em LRA como a vasoconstricdo renal e
consequente isquemia renal, hemolises e depositos de fibrina glomerular que causa
microangiopatia tromboética, além de dano vascular, que também é resultante do dano por
efeitos nefrotoxicos diretos (Figura 2) (ALBUQUERQUE et al., 2013; CASTRO et al.,
2014).

Figura 2. Patogéneses da nefropatia de venenos de serpentes no fluxo sanguineo renal.
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Fonte: Adaptado de SITPRIJA, (2006).

Nota: Patogéneses da nefropatia de serpentes. TFG, taxa de filtracdo glomerular.
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Modelos experimentais diferentes tém de ser utilizados para elucidar manifesta¢oes
renais do veneno das serpentes, especialmente por aquelas do género Bothrops. Para tal fim
sdo estudadas véarias metodologias que permitem investigar 0s parametros renais sem
interferéncia sistémica ou hemodinamica. Um Estudo realizado por CASTRO e colaboradores
(2004), demonstrou dano tubular proximal promovido por altas concentragdes do veneno da
serpente B. jararaca sendo este efeito independente do célcio extracelular, visto que sua
remocao ndo impediu os danos e poderia ser mediado parcialmente por peroxidacéo lipidica.

Assim mesmo, metodologias de perfusdo de rim isolado também tém sido estudadas
com diferentes serpentes do género Bothrops, estes estudos demonstraram alteracfes nos
parametros renais avaliados tais como: diminui¢cdo na pressdo de perfusdo, na resisténcia
vascular renal, no ritmo de filtracdo glomerular, no fluxo urindrio e nos percentuais do
transporte tubular de sédio e potéassio (HAVT et al.,, 2005; MARTINS et al., 2005;
EVANGELISTA et al.,, 2010; MORAIS et al., 2013). Estes efeitos foram atribuidos a
liberacdo de mediadores inflamatdrios com a participacdo de 6xido nitrico como consequéncia
da destruicdo tecidual causada pelo veneno, ja que necrose proeminente, hemorragia e edema
s&o caracteristicos do envenenamento botrépico (DE NOROES, 2009).

Por sua vez, ensaios in-vitro tem permitido a comparacdo dos efeitos citotdxicos de
diferentes compostos dos venenos de serpentes e sua neutralizacio (GIRON et al., 2005).
Logo, a utilizacdo de linhagens celulares tal como MDCK (Madin Darby Canine Kidney), séo
um modelo de células bem estabelecidas para o estudo dos mecanismos de acédo intracelular
gue permite reconhecer a toxicidade renal.

Desta forma, estudos realizados com o veneno de Lachesis muta muta, apresentou
alteracdes nos parametros de viabilidade e de adesdo celular, e sugeriu que as alteracdes nas
medidas biofisicas da monocamada de células MDCK seriam relacionadas com a viabilidade
celular, a permeabilidade da membrana, a permeabilidade da juncdo e adesdo celular ao
substrato

Do mesmo modo, estudos de toxicidade com o veneno Crotalus vegrandis e suas
fracbes hemorrégicas e neurotoxicas foram avaliados sobre células primarias renais de
camundongos e células de linhagem continua Vero (células de rim de macaco verde africano)
obtendo-se mudangas nos dois tipos de células avaliadas, quando quantificadas pelo método
MTT {brometo de [3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}. Estes resultados
sugerem que as células Vero foram susceptiveis ao veneno total e suas fracbes, chegando a ser

a fracdo hemorragica mais eficiente do que a fragio neurotoxica (GIRON et al., 2005).
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1.5 Bothrops ayerbei

De acordo com a sua descricdo morfologica a serpente B. ayerbei € uma espécie de
grande comprimento, de cabeca alongada e afilada, com um formato na parte cefalica muito
singular, tanto em machos como em fémeas, a qual corresponde a uma de suas principais
caracteristicas morfoldgicas de diferenciacdo. Em sua fase adulta, possui um dorso que
consiste em uma matriz de 14 a 19 tridngulos pretos em forma de “X” divididos ao longo do
corpo pela parte central superior, e sua cor pode variar de preto a cinza, com margens de cores
claras. A sua distribuicdo geografica (Figura 3) é dada por uma barreira natural estabelecida
pelo rio Cauca, que corresponde ao bosque pré-montanhoso e subtropical com uma altura de
400 a 1800m acima do nivel do mar (FOLLECO-FERNANDEZ, 2010).

Figura 3. Distribuicdo geogréafica de Bothrops ayerbei e exemplo de uma espécie recolhida

no Valle alto do rio Patia Cauca-Colombia.

Fonte: Adaptado de FOLLECO-FERNANDEZ et al. (2008).

Esta espécie tem sido considerada como uma variante da serpente B. asper que a partir
de avaliagcBes morfoldgicas recentes foi considerada como uma nova espécie no ano 2010
(FOLLECO-FERNANDEZ, 2010). Mudancas na sua morfologia foram atribuidas a sua
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distribuicdo devido a fatores ecoldgicos extrinsecos como a barreira natural do Valle do rio
Patia na Colébmbia, que divide estas duas espécies, e assim conduz a convergéncia dos
caracteres morfologicos (SANDERS et al., 2004).

Estudo de MORA-OBANDO e colaboradores (2014) descrevem a composicao
proteica do veneno da serpente B. ayerbei (Figura 4) e realizou-se uma comparacdo com a
serpente B. asper. Neste contexto, observou-se uma considerdvel diminuicdo (0,7%) da
fosfolipase A, (PLA;) do veneno de B. ayerbei, quando comparada com a alta propor¢édo
desta enzima (25.3%) no veneno de B. asper. Além disso, destaca-se a presenca de altas
quantidades de proteinas como metaloproteinases de venenos de serpentes (SVMP) (53,7%)
no veneno de B. ayerbei 0o que o torna com atividade hemorragica mais potente quando
comparada com outras espécies do mesmo género. Justificando desta forma, sua letalidade
relacionada consideravelmente aos processos hemorragicos sistémicos em diferentes 6rgaos,
mostrando, sua importancia para a caracterizacdo de seus efeitos, com o intuito de entender o
quadro clinico apresentado no envenenamento causado por esta espécie (MORA-OBANDO et
al., 2014).

Figura 4. Composicdo do veneno da serpente Bothrops ayerbei.
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Fonte: MORA-OBANDO et al. (2014)

Nota: Composi¢do do veneno da serpente Bothrops ayerbei de acordo a suas familias proteicas expressadas em
porcentagem do contetido de proteina total: SVPM metaloproteinase; SP: serino proteinase; CTL: lectina tipo C;
PLA2: fosfolipase A,; CRISP: proteinas secretoras ricas em cisteina; DIS: desintegrinas; BPP: peptideos
potenciadores de bradicinina; PEP: outros peptideos; LAO: L-aminoacido oxidase; NGF: fator de crescimento
nervoso; PDE: fosfodiesterase; UNK: ndo identificado.
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No estado de Cauca, localizado na Colémbia, é relatado uma elevada frequéncia de
acidentes ofidicos em relacdo aos demais estados do mesmo pais, devido ao mesmo
contemplar 80% das espécies nacionais, sendo as serpente B. asper e B. ayerbei registradas
como as espécies de maior acidentalidade (RESTREPO e PENA, 2007; AYERBE e
LATORRE, 2010).

Estudos anteriores ja tém sido realizados em nosso grupo, onde foram desenvolvidas
as primeiras pesquisas sobre os efeitos renais que o veneno da serpente B. ayerbei poderia
causar, desta forma conseguiu-se observar que o veneno desta serpente tem efeitos citotoxicos
quando avaliados em cultura de células MDCK (Madin Darby Canine Kidney), apresentando-
se uma diminuicdo na sua viabilidade celular em diferentes concentragdes do veneno. Além
disso, observou-se efeitos ao nivel renal sem interferéncia sistémica, na alteracdo de
parametros avaliados sendo observada uma diminui¢do na pressdo de perfusdo, junto com
uma diminuicdo da resisténcia vascular renal, um aumento do fluxo urindrio e uma
diminuicdo da fracdo de excrecdo de Na*. Seguidamente, e para observar as alteraces renais
in-vivo foram utilizadas diferentes doses sub-letais do veneno de B. ayerbei, sendo observado
um aumento no clearance de creatinina junto com proteindria no tempo de avaliacdo de 24h,
com isto comprovou-se que 0 veneno causa alteracGes renais de forma direta o indireta que

modifica a funcionalidade do rim.

1.6 Biomarcadores renais e estresse oxidativo

Os biomarcadores da funcdo renal sdo importantes no reconhecimento de anomalias
renais funcionais e estruturais que se encontram associadas a alteracbes de parametros
avaliados na urina e no plasma sanguineo (MEHTA et al., 2007).

A fisiopatologia dos mecanismos que contribuem para a LRA seguidos de uma
isquemia ou dano téxico inclui; a) alteracdes na perfusdo renal resultantes da perda de
autorregulacdo e aumento da vasoconstrigdo renal, b) disfuncdo tubular e morte celular por
apoptose e necrose, c¢) Representacdo de células vidveis e mortas que contribuem para a
obstrucdo intratubular, d) alteracGes metabdlicas que resultam em disfuncdo do transporte e
pode causar anormalidades do equilibrio tubuloglomerular, e €) producédo local de mediadores
inflamatdrios resultando em inflamacéo intersticial e congestdo vascular (PARIKH et al.,
2007).

Os quadros clinicos de LRA encontram-se associada com a retencdo de creatinina,

ureia e outros residuos metabdlicos normalmente excretados pelo rim, os quais sdo usados
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como medidas de uso rotineiro para a deteccdo da LRA. Outro parametro importante na LRA
e 0 volume de urina o qual pode se encontrar normal ou pode resultar em oliguria ou até
mesmo anuria (VAIDYA; BONVENTRE, 2006).

Contudo, estes parametros indicativos de LRA possuem baixa sensibilidade e alteram-
se de forma significativa quando a lesdo ja estd em estagios evoluidos. Neste contexto, existe
uma busca por melhores e mais especifica biomarcadores que permitam a detec¢do precoce e
conveniente de possiveis danos renais e, desse modo, melhorar o quadro clinico do paciente,
evitando complicacdes maiores durante a evolucdo da doenca renal. Diferentes tipos de
biomarcadores renais tém sido usados e podem ser classificados em trés categorias: 1)
enziméaticos (Alanine aminopeptidase [AA], Fosfatase alcalina [FA], Alfa-glutationa-S-
transferase [a-GST], B-glucosidase, gama glutamil transferase [y-GT], calicreina, lactato
desidrogenase [LDH], Lisozima [muramidase], N-acetil-B-(D)-glucosaminidase [NAG],
endopeptidase neutra da borda em escova renal); 2) proteicos de alto e baixo peso molecular
(B2-microglobulina al-microglobulina, proteina de ligacdo ao retinol [RBP]); e 3) antigenos
urinarios (Molécula de injaria renal-1 [KIM-1], lipocalina associada a gelatinase neutrofilica
[NGAL], cistatina C [CysC], Proteina rica em cisteina [Cyr61], interleucina 18 [IL-18],
Osteopontina [OPN], F-actina, Trocador de Sédio e Calcio e proteina de ligagcdo de &cidos
graxos [FABP] (Figura 5) (VAIDYA; BONVENTRE, 2006).

Figura 5. Biomarcadores da lesdo renal aguda, biomarcadores tradicionais urinarios e

biomarcadores para o diagndstico precoce.
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Fonte: Adaptado de PARIKH et al. (2007).

Nota: Biomarcadores de LRA: marcadores tradicionais utilizados na pratica clinica, tais como: compostos
nitrogenados e creatinina sérica, inespecificos e tardios. Biomarcadores de LRA utilizados para o diagnéstico
precoce e sugestdo de novas estratégias terapéuticas especificas, resultando em menos complicagdes e melhores
resultados.



26

Dentre estes biomarcadores uns dos mais importantes e que sdo avaliados neste
trabalho é a molécula de injaria renal-1 (KIM-1), o qual é uma glicoproteina transmembrana
tipo 1, que se encontra expressa em baixos niveis nos rins normais como bem em outros
Orgdos e esta situada nas células do tubulo proximal, localizada principalmente na membrana
apical das células onde o ectodominio da KIM-1 é eliminado da superficie celular por um
processo dependente de metaloproteinase (BAILLY et al., 2002), esta eliminagdo em conjunto
com um incremento na sinteses intra-renal de mMRNA e proteina de KIM-1 é provavelmente a
causa do aumento na urina apés uma LRA (HAN et al., 2002). Estudos recentes tém indicado
essa molécula como um biomarcador precoce de iniciagdo de dano renal (LUO et al., 2016) e
foi evidenciado através de cultura de células epiteliais renais que o KIM-1 participa na
recuperacdo de células e na regeneracdo tubular por ter demonstrado que atua como um
receptor de fosfatidilserina e assim medeia a fagocitose de corpos apoptéticos e de detritos
celulares (ICHIMURA et al., 2008).

Outro biomarcador importante ¢ a lipocalina associada a gelatinase neutrofilica
(NGAL) a qual é uma glicoproteina ligada a gelatinase, expressa nos granulos especificos dos
neutrofilos e membro da familia da lipocalina, que mais tarde mostrou ser também segregada
por células epiteliais durante a inflamacdo (VAIDYA e BONVENTRE, 2006). Dados in-vivo
tém sugerido que o ramo ascendente de henle e as células intercaladas do ducto coletor séo 0s
principais sitios de producdo de NGAL nos rins (PARAGAS et al., 2011; SCHMIDT-OTT et
al., 2007). O NGAL é filtrada pelo glomérulo e reabsorvida pelo tabulo proximal de forma
dependente da megalina (Hvidberg et al., 2005). Uma diminui¢do na reabsor¢édo tubular ap6s
LRA pode causar um aumento adicional na concentracdo urinaria de NGAL (HVIDBERG et
al., 2005).

A interleucina-18 (IL-18), por sua vez, é uma citocina pro-inflamatéria de 18k-Da
secretada por macrdéfagos e outras células apresentadoras de antigeno, as quais tém a
capacidade de induzir a producdo de interferon-gama (IFN-y) em células auxiliares T de tipo
1 (HERGET-ROSENTHAL et al., 2012). Foi descrita como membro da familia das citocinas
interleucina-1 (IL-1) e sdo reconhecidas como importantes reguladores das respostas imune-
inatas e adquirida. A 1L-18 ¢ um mediador da inflamac&o e lesdo do tecido isquémico em
muitos 6rgdos como coragdo e rim, e estd constitutivamente expressa por células do tdbulo
contornado distal, tibulos de conex&o e ducto coletor de rim em humanos saudaveis (FINN e
PORTER, 2003). Na sua sintese, a IL-18 encontra-se como um precursor inativo sem um
peptideo de sinal, e permanece intracelular até a sua clivagem pela caspase-1, sendo

subsequentemente secretada por mondcitos ou macrofagos (FANTUZZI et al., 1999). Desse
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modo, quimiocinas como ao peptideo-1 quimiotatico para mondcitos (MCP-1) é outro
importante biomarcador que tem como fungdo o recrutamento de mondcitos e macréfagos
dentro do tubulo intersticial e é conhecido que esta molécula pode ser produzida
principalmente em células do epitélio tubular de rins, contribuindo desta forma para
inflamacéo intersticial renal e fibroses (FINN e PORTER, 2003).

Do mesmo modo que estes biomarcadores permitem identificar danos de leséo renal,
as espécies reativas de oxigénio (EROs) encontram-se envolvidas em varios processos de
degeneracdo de tecidos, o que permite esclarecer respostas fisiologicas. Considerando esta
afirmacgdo, temos que o malondialdeido (MDA) é um dos biomarcadores mais estudados
sendo considerado um marcador global de disturbios oxidativo relacionado a quantificacdo da
peroxidacdo lipidica (KERKSICK e WILLOUGHBY, 2005). Os niveis aumentados de
lipoperoxidacdo reportam comprometimento do funcionamento da membrana, com
diminuicdo da fluidez e inativacao de receptores e enzimas ligados a esta regido, favorecendo
para 0 aumento da permeabilidade ndo especifica aos ions e em seguida, contribuindo para
danos e mutacbes ao acido desoxirribonucleico (DNA) (SANTHOSH et al., 2013). Outro
biomarcador importante é a glutationa reduzida (GSH) que possui papel central na
biotransformagdo e eliminagdo de xenobidticos e na defesa das células contra o estresse
oxidativo (HUBER et al., 2008). Além disso, essa enzima é presente no tecido renal e tem
papel fundamental para o funcionamento adequado das células renais (MOREIRA et al.,
2013).

Recentes estudos tém apresentado a importancia da avaliacdo da atividade
antioxidante como mecanismo de predicdo da evolucdo da doenca renal. Observa-se um
desequilibrio entre os processos celulares oxidativo e a defesa antioxidante renal. Em estudos
pré-clinicos recentes de injdria renal por antibidticos nefrotdxicos e modelo de isquemia
observou-se uma reducdo consideravel dos valores de GSH, da enzima superdéxido dismutase
(SOD) e heme oxigenase correlacionados ao incremento de MDA no tecido renal
(RODRIGUES et al., 2014, DA COSTA et al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

Devido a prevaléncia dos envenenamentos que sdo apresentados mundialmente, torna-
se importante a busca para suprimir os efeitos causados no acidente ofidico. Desta forma,
pesquisas dos venenos de serpentes tém aumentado durante os ultimos anos, elucidando
alguns novos mecanismos de agdo de moléculas isoladas dos venenos e contribuindo para
melhores tratamentos clinicos.

No estado do Cauca na Colémbia, estudos epidemioldgicos realizado no ano 2008,
relatam que a serpente B. ayerbei, uma nova espécie identificada apenas no ano 2010, era
responsavel da maior parte dos casos de envenenamentos reportados. Apds a sua recente
descricdo, poucos trabalhos tém sido desenvolvidos e a informacéo relatada aos seus efeitos
ainda sdo limitada. Em adicdo, estudos de MORA-OBANDO e colaboradores (2010)
realizaram a caracterizagdo protebmica do veneno desta serpente observando um alto
percentual de metaloproteinases na sua composi¢do, o que a torna extremamente hemorrégica
e € uma condicao pouco comum nos venenos Botropicos.

Recentemente nosso grupo de pesquisa e em colaboracdo com o laboratorio de
farmacologia de venenos, toxina e lectinas (LAFAVET) demonstrou que o veneno de B.
ayerbei (VBa) tem efeitos citotoxicos em células renais MDCK, e alteracdes de parametros
renais de pressdo de perfusdo, ritmo de filtracdo glomerular, resisténcia vascular renal, fluxo
urinario e transporte de Na*, com todo na avaliagdo dos teste bioquimicos da funcio renal nio
conseguiu-se obter alteracdes de falha renal quando avaliado em diferentes concentracGes
subletais. Desta forma, estes resultados nos permitiu algumas hip6teses e o direcionamento a
realizacdo de novas pesquisas que mimetizam os acontecimentos desenvolvidos na clinica
norteada para a funcéo renal.

Diante o exposto, o presente estudo quis elucidar as alteracdes renais que a inoculacao
intraperitoneal do VVBa pode causar em diferentes tempos apds o envenenamento, realizando
uma comparagdo dos teste bioquimicos tradicionais de lesdo renal, com os biomarcador
precoce renais que vem sendo desenvolvidos, além de observar se processos de estresse
oxidativo poderiam estar implicados numa fala renal. Com isto, ajudar no entendimento e na
compreensdo das alteracOes fisiopatologia renal produzidas por o veneno da serpente B.
ayerbei. Visando elucidar novas formas para a adequacéo de futuras estratégias terapéuticas

que possam ser efetivas nas alteragOes renais induzida por este veneno.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

« Estudar as alteragdes renais induzidas pelo veneno da serpente Bothrops qyerbei e 0

papel dos biomarcadores moleculares na deteccao precoce da lesdo renal aguda.

3.2 Objetivos especificos.

Identificar as alteracBes nos parametros biogquimicos tradicionais da funcao renal e

tubular gerados pela inoculacdo do veneno da serpente B. ayerbei;

e Avaliar o perfil molecular da expressio de mRNA de biomarcadores precoce
associados com o processo de lesdo renal e inflamacdo sobre o tecido renal apds a

inoculacdo do veneno da serpente B. ayerbei;

e Auvaliacdo do perfil oxidativo e a atividade antioxidante no tecido renal dos animais

expostos ao envenenamento da serpente B. ayerbei;

e Identificar as alteracOes histopatoldgicas que a inoculagdo intraperitoneal do veneno

da serpente B. ayerbei pode causar nos tecidos renais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e Aspectos Eticos

Foram utilizados ratos Wistar, com uma média de peso entre 260 a 300 gramas (n=6-7 por
grupo). Os mesmos foram provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara
(UFC), mantidos em condi¢6es controladas em estantes ventiladas. Tiveram ciclo claro/escuro
(12/12 horas), temperatura mantida em 22+2°C e acesso a alimento e agua ad libitum.

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as normas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado pelo Comité de
Etica de Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara, sob nimero de
protocolo (150/14).

4.2 Substancias e Veneno da serpente B. ayerbei

Todos os produtos quimicos e outros farmacos aqui mencionados foram obtidos da
Sigma-Aldrich® USA, ou Vetec® Brasil. O veneno da serpente B. ayerbei (VBa) foi cedido
gentilmente pelo Dr. Santiago Ayerbe do Centro de Investigagdo Biomédica da Universidade
de Cauca (CIBUC)-Colombia.

4.3 Avaliacao dos Parametros Renais (in-vivo)

4.3.1 Grupos experimentais

e Grupo controle
) Controle salina: Animais tratados com PBS em um volume de 0,2 ml via I.P

(Intraperitoneal) nos diferentes tempos avaliados (8, 16 e 24h), (n=6).

e (Grupo veneno
i) Grupos veneno B. ayerbei: Animais tratados com o veneno de B. ayerbei na
dose de 75% da DLsy (50,1pg/mouse) via I.P (Intraperitoneal) (MORA-
OBANDO et al., 2014) nos diferentes tempos avaliados (8, 16 e 24 h),
(n=7).
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4.3.2 Desenho experimental

Para a avaliacdo da funcéo renal in vivo, os animais foram conduzidos e mantidos
individualmente em gaiolas metabdlicas durante um periodo de adaptacdo de 24hs com agua
e racdo a vontade. Ao término desse periodo, 4gua e racdo foram colocados novamente e
deu-se inicio ao periodo de tratamento onde os mesmos foram divididos em dois grupos de
forma aleatdria: grupo controle (Solucdo de PBS) e grupo veneno (75% da DLs, VBa 2,78
Mg/g). Uma vez terminada a administracdo, 0s animais permanecerem na gaiola durante
diferentes periodos de tempo experimental (8, 16 e 24hrs), e a urina foi coletada ao término
de cada um destes tempos (Figura 6). Em seguida, os animais foram anestesiados com
Ketamina (90mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg) e transferidos para uma mesa cirurgica. Apos
uma laparotomia, a veia cava foi dissecada e puncionada para a coleta de sangue. Amostras
de sangue foram coletadas em eppendorfs heparinizados (10%). Concluido este processo,
plasma e urina foram centrifugados a 3500rpm por 15 min, e armazenados a -80 °C para
posterior dosagem bioquimica de funcdo renal. Os rins foram coletados e pesados numa
balanca de precisdo analitica (Metter Toledo- AB104S®). Em seguida um deles foi
seccionado e armazenado em formol 10% tamponado para estudos histoldgicos. O restante
do tecido renal coletado foi dividido em vérios eppendorf de 1,5 mL e armazenados a -80

para 0s ensaios com biologia molecular e estresse oxidativo.

Figura 6. Desenho experimental, grupo controle e tratado.
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Fonte: Autor.
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4.3.3 Anélises Bioquimicas

° Dosagem de acido arico no plasma e urina

Aliquotas de 50 pL de plasma e urina, foram utilizadas para a determinacéo de acido
arico por reacdo de ponto final. Num primeiro momento, foi realizada a preparagdo do
reagente de trabalho seguindo as recomendacdes do fabricante (Labtest®, Fortaleza, CE,
Brasil), e numa placa de 96 pocgos foram pipetadas as amostras, o controle branco (reagente de
trabalho) e o padréo, sendo estes dos Ultimos pipetados em triplicata. Terminado este processo
foram adicionados 100uL do reagente de trabalho em cada pogo, e a placa foi incubada sob
agitacdo por 15 min. Finalmente, foi realizada a leitura de absorbéancia do teste e 0 padrdo em

520nm. Para a determinacéo do &cido Urico foi usada a seguinte formula:

------------------------------------------------------------------------------------------------

------------------------------------------------------------------------------------------------

° Dosagem da ureia no plasma e urina

Aliquotas de 50uL de plasma e urina (diluida 1:20 em &gua destilada), foram
utilizadas para a determinagéo de ureia por reacdo de ponto final. Num primeiro momento, foi
realizada a preparacdo do reagente de trabalho urease tamponada e o oxidante de uso
seguindo as recomendacdes do fabricante (Labtest®, Fortaleza, CE, Brasil). Em uma placa de
96 pocos foram pipetadas as amostras, e 0 padrdo, sendo estes Gltimo pipetado em triplicata.
Terminado este processo foram adicionados 50uL da urease tamponada a cada poco, e a placa
foi incubada a 37°C em agitacdo por 10 min. Finalizado este tempo, foram adicionados 50uL
do oxidante de uso e a placa foi incubada novamente sob agitacdo durante 10 min. A leitura
da absorbéncia do teste e padrdo foram realizada a 600nm. Para a determinacéo da ureia foi

usada a seguinte férmula:

------------------------------------------------------------------------------------------------

------------------------------------------------------------------------------------------------



36

° Dosagem de creatinina no plasma e urina

Aliquotas de 50 pL plasma e urina (diluida 1:20 em agua destilada) foram utilizadas
para a determinacdo de creatinina (creatinina k®, Fortaleza, CE, Brasil) por reacdo cinética de
2 pontos utilizando o método de Jaffé. Num primeiro momento, foi realizada a preparagéo de
picrato alcalino (reagente de trabalho) seguindo as recomendacfes do fabricante (Labtest®).
Em uma placa de 96 pogos foram pipetadas as amostras, o controle branco (reagente de
trabalho) e o padrdo, sendo estes dois Ultimos pipetados em triplicata. Terminado este
processo foram adicionados 50 pL de picrato alcalino em cada pogo e a placa foi transportada
imediatamente para a leitura da absorbancia do teste e padrdo aos 30 e 90 segundos com
leitura em 510 nm. Para a determinacdo da creatinina foi usada a seguinte formula:

‘ Creatinina (mg/dL) = A Absorbancia do teste/A Absorbancia do padréo x 70

A Absorbancia do teste ou padrdo = Agpsegundos - Azpsegundos

----------------------------------------------------------------------------------------------------------

° Dosagem da proteina urinaria

Aliquotas 50 uL de urina foram utilizadas para a determinacao de proteina por reacao
de ponto final. Seguidamente, numa placa de 96 pocos foram pipetadas as amostras, o
controle branco (reagente de cor) eo padrdo, sendo estes dois ultimos pipetados em triplicata.
Terminado este processo foram adicionados 100 pL do reagente de cor em cada po¢o com
ajuda de uma pipeta multicanal. Seguidamente, a placa foi incubada sob agitacdo por 15 min.
Finalmente, foi realizada a leitura de absorbancia do teste e padrdo em 600 nm. Para a

determinacdo da proteina na urina foi usada a seguinte formula:

-------------------------------------------------------------------------------------------------------

------------------------------------------------------------------------------------------------------

° Dosagem da relagdo proteina / creatinina

Para avaliacdo de lesdo glomerular, realizou-se a quantificacao da relacéo proteina/ creatinina
mediante a utilizacdo dos valores de proteina urinaria e creatinina urinaria seguindo a formula

padrdo (CARLOTTI et al., 1998). Todos os valores foram expressos (mg/mg).
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-------------------------------------------------------------------------------------------------------

------------------------------------------------------------------------------------------------------

4.3.4 Anélise da Func¢do Renal

Realizou-se a quantificacdo do Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG) através do
Clearance de creatinina (Ccr), o qual € utilizado para a determinacdo da funcdo renal dos
animais e foi calculada usando a férmula-padrdo (MELLO et al., 2010) todos os valores
foram expressos em mL/min/100g :

‘ Cer=(CrUx V/CrP) .

V= Vyrina! [(P€S0anima/100) X Tempo] X 1000

---------------------------------------------------------------------

Clcr = Concentracdo de creatinina urinaria (mg/dL), V = Volume de urina por min
(mL/min/100g), CrP = Concentracdo plasmatica de creatinina (mg/dL), Vurina= Volume de

urina por min (mL/min), PesOanimai= P€So em gramos do animal.

4.3.5 Andlise da Funcéo Tubular

° Determinacdo da fracdo de excrecdo de sédio e potassio

A fracdo de excrecdo de sodio (FeNa') e potéassio (FeK") foram calculada a partir da
mensuracdo de sddio e potéssio urinério e plasmatico por meio do analisador de eletrélitos
9180 (Roche, Brasil) utilizando o método eletrodo ion seletivo. Foi utilizado como diluente o
Snap Pak® (Roche, Brasil) para preparo da solucdo padrdo e solucdo para mensuracdo de
eletrolitos urinarios. O aparelho foi calibrado usando padrdo contendo 140 mEg/l de Na+ e 5
mEg/l de K+. O controle para mensuracdo das amostras foi realizado com Isetrol® (Roche,
Brasil). O calculo utiliza as seguintes formulas (TOLEDO et al., 2013):
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----------------------------------------------------------------------------------------------------------

: FeK (%) = [(KU (mEg/L) / K* (mEqg/L) / (CrU (mg/dL) / CrP (mg/dL)] x 100
FeNa (%) = [(NaU (mEg/L) / Na* (mEqg/L) / (CrU (mg/dL) / CrP (mg/dL)] x 100

KU = Potassio na urina, K = Potassio no soro, NaU = Sadio na urina, Na = Sédio no soro

CrU = Creatinina na urina, CrP = Creatinina em plasma.
4.3.6 Avaliacdo dos parametros de osmolalidade e fluxo urinario

A determinagdo da osmolalidade urinaria e plasméticas foi feita através de osmometria
de congelamento (osmometro vapro 5520®) usando padrdes com osmolalidades apropriadas
para as amostras (100, 290 e 1000 mOsm/kg). Seguidamente foi avaliado o clearance de
osmolalidade (Cosm) seguido do clearance de agua livre (CH20) assim como o fluxo urinario

de acordo com o tempo de avalia¢do seguindo a seguinte formula:

----------------------------------------------------------------------------------------------------------

Cosm (mL/min) = OsMyrina (MOsm/ml) x FU (mL/min) / OSMpjasmatica (HOSM/ml);

CH20 (mL/min) = FU (mL/min) - Cosm (mL/min).

---------------------------------------------------------------------------------------------------------

-------------------------------------------------------------

--------------------------------------------------------------

Cosm= Clearance osmolar; Osmyrina= 0smolalidade urinaria; FU= Fluxo urinario;

OsMplasmatica= Osmolalidade plasmatica; CH20= Clearance de agua livre.
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4.4 Avaliacdo da Atividade Oxidante

4.4.1 Determinacdo da concentracdo de malondialdeido (MDA) no tecido renal de

ratos

Para confirmar a presenga de dano oxidativo direto nos tecidos foi avaliado o grau de
lipoperoxidacdo nos tecidos, mensurado por meio da determinacdo dos niveis de MDA
através das substancias reativas com acido tiobarbiturico (TBARS), conforme o método de
OHKAWA et al (1979). Foi realizado um homogenato dos tecidos renais a 10% em solugéo
de cloreto de potéssio (KCI) 0,15 M. Desta solugcdo coletou-se 250uL de homogenato em
tubos de ensaio e, em seguida, foi adicionado 1,5 mL de &cido fosférico (H3PO4) 1% + 500
puL de solucdo de acido tiobarbitirico 0,06%. Seguidamente todas as amostras foram
transportadas a banho Maria (95-100 °C) por 45 minutos. Logo apds, a mistura foi resfriada
em &gua corrente e, a seguir, foi adicionado 2 mL de n-butanol. Em seguida, o tubo foi
agitado no vértex por 1 min. e centrifugado a 1200 rpm/15 min. Apos a centrifugacao, foi
retirado o sobrenadante e pipetado em uma placa de 96 pogos, imediatamente foi realizada a
leitura no leitor de Elisa (520-535 nm). Os resultados forem expressos em p/mols de
malondialdeido (MDA) por mg de tecido.

4.4.2 Avaliacdo dos niveis de Glutationa reduzida (GSH) no tecido renal

O principio do teste consiste na utilizacgio do DTNB (acido 5,5’-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico)), que é bem usado para analisar a atividade da GSH em amostra de tecidos. O
DTNB reage com GSH formando o &cido 2-nitro-5-mercapto-benzoico (TNB) de cor amarela
que pode ser detectado por espectrofotometria (SEDLAK e LINDSAY, 1968).

Para avaliacdo das alteracdes no contetdo tecidual de glutationa reduzida foi utilizado
um homogenato a 10% em solucdo gelada de EDTA 0,02M 100 ul de cada amostra
(homogenato a 10% em tampao fosfato) foi colocado em tubo de ensaio e adicionado 80 pL
de agua destilada+20 pL de TCA (4cido tricloro acético) 50%. O material foi misturado num
vortex e centrifugado a 3000 g por 10 min. Seguidamente, 100uL do sobrenadante foi retirado
e colocado em outro tubo, para ser adicionado 200 pL. de tampao tris 0,4M (ph 8,9) + 5 puL de
solucdo de DTNB. A curva padrdo foi obtida mediante a leitura de vérias concentracfes de
GSH padrdo (1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 pg). Todo o ensaio foi avaliado na

absorbancia de 412 nm e os resultados foram expressos em pg/mg de tecido.
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4.5 Técnicas de Biologia Molecular

45.1 Extracdo do RNA total

A extracdo de RNA foi realizada com o kit de extragdo PureLink® RNA Mini Kit
(LIFE, technologies) seguindo o protocolo do fabricante. Apos a finalizacdo do processo de
extracdo, 1uL de RNA total de cada amostra foi dosado com o Nanodrop® (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos) a fim de verificar a qualidade das amostras e quantificar suas

concentragdes para fornecer RNA para transcricdo em DNA.

45.2 Sintese de cDNA

A sintese de ¢cDNA foi realizada com o iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad
Laboratories, USA) de acordo com as instrucGes do fabricante. O protocolo da rea¢do contém
1uL da enzima transcriptase reversa, 4 pL do tampdo 5x iScript Reaction Mix (solucdo
continha de oligonucleotideos e iniciadores aleatorios), um volume da amostra de RNA
uniformizado para 200 ng/uL e agua livre de nuclease em volume suficiente para completar
20pL. O protocolo padréo do termociclador iCycler (Bio-Rad Laboratories, USA) foi de 25°C
por 5 min, 46°C por 20 min, e 95°C por 1 min. O cDNA foi armazenado em freezer a -20° C

até sua posterior utilizacdo no PCR quantitativo em tempo real (QPCR).

4.5.3 PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

Os processos fisiopatologicos no envenenamento da serpente B. ayerbei foram
estudados conforme a transcricdo do mRNA dos genes relacionados ao dano da lesdo renal e
aos processos pré-inflamatorio celular, pela transcricdo de KIM-1, MCP-1, NGAL, IL-18 e
IL-1p realizadas com o aparelho CFX96 Touch gPCR System (Bio-Rad Laboratories, Estados
Unidos) (Tabela 1). O gene de referéncia utilizado foi o GADPH (Gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase).


https://www.google.com.br/aclk?sa=L&ai=DChcSEwjJ8PO1_YrTAhWCBZEKHclPBcIYABAAGgJjZQ&sig=AOD64_2PcqLuk1tnfybl_4WySIde-ez1PA&adurl=&q=
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Tabela 1. Sequéncia de iniciadores e condi¢Ges de PCR para os genes avaliados (S: senso e

AS: antisenso.

Processo Genes Sequéncia dos iniciadores (5°-37) Prod. (pb) n° NCBI Condigdes
relacionado do PCR
S-CGCAGAGARACCCGACTAAG
KIM-1 AS-CAAAGCTCAGAGAGCCCATC 132 AF035963.1
Biomarcadores -\ S- TGAACTGAAGGAGCGATTCG 198 NP 570097 1 Zgg 58
de func&o renal AS-ATTGGTCGGTGGGAACAGA - : o
72°C- 45
S-GTGCTGTCTCAGCCAGATGC 187
MCP-1 AS-CCCATTCCTTATTGGGGTCA NM_031530.1
S- GACTGGCTGTGACCCTATCTGTGA
IL-18 AS- TTGTGTCCTGGCACACGTTTC 154 NM_019165.1 95°C-30"
Inﬂamag_ao e 60°C- 15
resposta inata 7990- 45"
S-GACCTGTTCTTTGAGGCTGACA
IL-1p AS-CTCATCTGGACAGCCCAAGTC 8 AF079314.1
95°C- 20
. S-GTTACCAGGGCTGCCTTCTCT o
Referencia GAPDH AS-AACTTGCCETGEETACAGTCA 61 NM_017008.4 ?(Z)Og 2(5)

Fonte: Autor

Para as reacdes de gPCR foi utilizado 10uL da Syber Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Inglaterra), 2uL de cada iniciador (0,2 uM) e 1uL de cDNA das

amostras completando com agua livre de nucleases para um volume final de 20uL . Todas as

amplificacdes foram finalizadas com a curva de fusdo realizada para assegurar especificidade

da amplificagdo e detectar a formacdo de dimeros de iniciadores ou qualquer outro produto

inespecifico.

Os valores do ciclo quantitativo (Cq ou Ct) para os genes testados foram exportados

para o Microsoft Excel (Microsoft, Estados Unidos) e os niveis relativo de RNAm forem

calculados de acordo com a metodologia 2-AACT, qual AACT= (CT gene alvo—CT gene

referéncia do grupo tratado) / (CTgene alvo—CT gene referéncia do controle) como descrito

por Livak e Schmittgen (2001).
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4.6 Estudo Histopatoldgico

O tecido coletado no procedimento cirurgico no item 4.3.2 foi mantido imerso em
formol 10% durante 48hrs. Apos esse periodo foi colocado em alcool 70% onde permaneceu
até ser processado. Para o processamento das amostras foi utilizado o Processador Automatico
de Tecidos Lupe® modelo PT09 (histotécnico), onde as amostra foram desidratadas em
concentracdes crescentes de 70 a 100% de etanol. Apds este procedimento, realizou-se a
inclusdo do material em parafina, utilizando o equipamento para Banho Histolégico Modelo
BHO5. Terminado este processo o material nos blocos de parafina foi cortado em Sum de
espessura e colocado em laminas histoldgicas para o processo de coloragdo. Os cortes
histoldgicos foram obtidos utilizando um micrétomo de impacto (Poycut S, Leica, Alemanha)
equipado com navalha de tungsténio de 16 cm, tipo D (Leica, Alemanha). As laminas foram

coradas com hematoxilina-eosina e posteriormente registradas através de fotografias.

4.7 Analises Estatisticas

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo, ou mediano, maximo e
minimo, quando apropriados. Os dados foram analisados previamente pelo teste de
normalidade Shapiro-Wilk test. As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste T student
seguido por teste Two-way ANOVA seguido do pds-teste de Bonferroni’s (para dados
paramétricos), ou aplicacdo do teste de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn’s (para
dados ndo paramétricos). Igualmente foi utilizado o teste Mann Whitney para os analise de
biologia molecular. Considerando uma significancia para o teste estatistico de P<0,05. Todos

os dados foram analisados através do programa estatistico GraphPad Prism 5.0® .



RESULTADOS
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5 RESULTADOS
5.1 Analises Bioquimicas

5.1.1 Determinagdo dos paréametros bioquimicos no plasma de animais controle e
tratados com o veneno da serpente B. ayerbei.

Os resultados a seguir apresentam os efeitos renais produzidos pelo veneno da
serpente B. ayerbei (VVBa) avaliados em diferentes tempos (8, 16 e 24h), mediante dosagem
bioquimica. Conforme a Figura 7, ndo se observou diferencas significativas na creatinina
plasmatica entre os grupos controles de 8h (22,440 + 0,615 pg/dL), 16h (20,140 + 1,183
pg/dL) e 24h (22,500 £ 1,130 pg/dL), quando comparado com seus respectivos grupos
tratados de 8h (21,620 = 1,010 pg/dL), 16h (21,540 + 1,133 pg/dL) e 24h (21,530 + 1,010
pg/dL).

Concomitantemente, na Figura 8, ndo se apresenta mudancas significativas nos niveis
séricos de ureia do grupo controle nos tempo de 8h (22.440 + 0.615 pg/dL), 16h (20.140 *
1.183 pg/dL) e 24h (22.500 + 1.130 pg/dL), quando comparados com 0s Seus grupos tratados
nos tempos de 8h (21.620 + 1.010 pg/dL), 16h (21.540 + 1.133 pg/dL) e 24h (21.530 + 1.010

pg/dL).

Figura 7. Avaliacdo dos valores plasmaticos de creatinina em ratos, nos grupos controle e
tratado com o VBa, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a média + erro padrdo dos niveis plasmaticos de creatinina em
animais tratados com o 75% Dlso do veneno da serpente B. ayerbei. A analise estatistica foi
feita por Two-way ANOVA seguida do pos-teste Bonferroni’s.
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Figura 8. Avaliacdo dos valores plasmaticos de ureia em ratos, nos grupos controle e tratado
com o VBa, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a média + erro padrdo dos niveis plasméaticos de ureia em animais
tratados com o 75% Dls do veneno da serpente B. ayerbei. A analise estatistica foi feita por
Two-way ANOVA seguida do p6s-teste Bonferroni’s.

Como apresentado na Figura 9, os niveis séricos de acido urico foram aumentados no tempo
de 8h (1,220 £ 0,2601 pg/dL) sem mudancas nos tempos de 16h (1,296 + 0,1339 pg/dL) e
24h (0,885 = 0,180 pg/dL) quando comparados aos seus respectivos grupos controle, 8h
(0,350 + 0,085 pg/dL), 16h (1,147 £ 0,040 pg/dL) e 24h (0,662 + 0,242 pg/dL).

Figura 9. Avaliacdo dos valores plasmaticos de acido Urico em ratos, nos grupos controle e
tratado com o VBa, quando avaliado em diferentes tempos.

w
)

1 Controle
Bl B.ayerbei

Acido Urico Plasmatico (mg/dL)

o

8 N BT

Tempo (hora)

Os valores representam a média + erro padrdo dos niveis plasmaticos de acido Urico em
animais tratados com o 75% Dlsy do veneno da serpente B. ayerbei. A analise estatistica foi
feita por Two-way ANOVA seguida do pos-teste Bonferroni’s. *P < 0,05.
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5.1.2 Determinacdo das alteracbes bioquimicas na urina de animais tratados com o
veneno da serpente B. ayerbei.

Como apresentado na Figura 10, observou-se um aumento significativo na dosagem
de creatinina urinaria no tempo de 24h (54,890 * 3,360 pl/dL), sem alteracdes nas 8h (46,830
*+ 4,262 pl/dL) e 16h (40,640 = 1,594 pl/dL), quando comparadas com seus respectivos
grupos controle de 24h (34,870 £ 2,396 ul/dL), 8h (51,790 £ 4,949 pul/dL) e 16h (41,360 *
7,808 pl/dL).

Figura 10. Avaliacdo dos valores urinérios de creatinina em ratos, nos grupos controle e

tratado com o VBa, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a média + erro padrdo dos niveis urinarios de creatinina em animais
tratados com o 75% Dlsy do veneno dla serpente B. ayerbei. A analise estatistica foi feita por
Two-way ANOVA seguida do pos-teste Bonferroni’s.*P < 0,05.

Dosagens de ureia urinaria foram realizadas como se apresenta na Figura 11, com um
aumento no tempo de 16h (31,120 £ 1,866 pg/dL) e 24h (46,670 £ 1,393 pg/dL), mas sem
alteracdes nas 8h (38,140 £ 3,921 pg/dL), quando comparado com seus respectivos grupos
controle, 16h (23,060 + 1,343 pg/dL) 24h (26,790 + 2,318 ug/dL) e 8h (38,440 + 1,640
po/dL).

Seguidamente, como observado na Figura 12, medidas de proteina na urina foram
realizadas obtendo-se um aumento significativo nos tempos de 8h (17,920 + 0,807 ug/dL) e
16h (24,950 * 2,471 pg/dL), sem mudancgas no tempo de 24h (22,110 + 2,812 pg/dL), quando
comparados com seus respectivos grupos controle, 8h (13,740 + 0,576 pg/dL), 16h (18,110 £
0,758 pg/dL) e 24h (32,510 + 1,520 pg/dL).
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Figura 11. Avaliacdo temporal dos valores urinarios da ureia gerados pelo veneno da serpente
B. ayerbei quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a média + erro padrdo dos niveis urinarios de ureia em animais
tratados com o 75% Dlso do veneno da serpente B. ayerbei. A analise estatistica foi feita por
Two-way ANOVA seguida do pés-teste Bonferroni’s. *P < 0,05 e *** P < 0,01.

Figura 12. Avaliacdo dos valores urinarios da proteina em ratos, nos grupos controle e tratado
com o VBa, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a média + erro padrdo dos niveis urinarios de proteina em animais
tratados com o0 75% Dlsy do veneno da serpente B. ayerbei. A analise estatistica foi feita por
Two-way ANOVA seguida do pos-teste Bonferroni’s. *P < 0,05 e ** P < 0,01.
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Como apresentado na Figura 13, os niveis urinarios de acido Urico aumentam no
tempo de 8h (5,600 £ 0,230 pg/dL) quando comparado com o0 Sseu respectivo grupo controle
de 8h (4,728 £ 0,149 ug/dL). Nao houve diferenca significativa em relagcdo aos tempos de 16h
(5,879 £ 0,083 pg/dL) e 24h (4,037 £ 0,1459 pg/dL) quando comparados aos seus grupos
controle de 16 e 24h (5,728 £ 0,232 pg/dL) (4,016 £ 0,208 pg/dL), respetivamente.

Seguidamente, como apresentado na Figura 14, na relacdo proteina/creatinina foi
observado uma diminuicdo significativa no tempo de 24h (0.351 = 0.021 mg/mg), quando
comparado com o seu grupo controle de 24h (0.570 + 0.063 mg/mg). Nao foi encontrado
diferencias significativas nos tempos de 8h (0,319 £ 0,0351 mg/mg) e 16h (0,570 + 0,034
mg/mg), quando comparado com seus grupos controle de 8h (0,235 + 0,032mg/mg ) e 16h
(0.429 + 0.054 mg/mg).

Figura 13. Avaliacdo dos valores urinarios de &cido Grico em ratos, nos grupos controle e

tratado com o VBa, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a média + erro padréo dos niveis urinarios de acido Urico em animais
tratados com o 75% Dls, do veneno da serpente B. ayerbei. A analise estatistica foi feita por
Two-way ANOVA seguida do pds-teste Bonferroni’s. *P < 0,05.
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Figura 14. Avaliacdo dos valores da relacdo proteina / creatinina em ratos, nos grupos
controle e tratado com o VBa, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a média * erro padrdo dos niveis da relacdo Proteina/Creatinina em
animais tratados com o 75% Dlso do veneno da serpente B. ayerbei. A analise estatistica foi
feita por Two-way ANOVA seguida do pos-teste Bonferroni’s. *P < 0,05

5.2 Analise da Funcéo Renal

5.2.1 Andlise do Ritmo de filtracdo glomerular e do fluxo urinario da funcdo renal de

animais tratados com o veneno da serpente B. ayerbei.

Para a analise da funcédo renal foram realizadas as dosagens de clearance de creatinina
(Ccr) por meio da mensuracédo de creatinina plasmatica e urinaria. Conforme a Figura 15, no
tempo de 8h foi observada uma diminuicdo significativa dos niveis de Ccr (442,1 + 102,3
mL/min/100g), quando comparada com o0 seu grupo controle de 8h (8454 * 62,73
mL/min/100g), com um aumento nas 16h (888,5 = 120,3 mL/min/100g), em comparacao aos
seus grupos controle de 16h (513,0 + 78,29 mL/min/100g). Porém, ndo houve alteracdes no
grupo tratado de 24h (959,7 £ 134,5 mL/min/100g) em relacdo ao seu grupo controle (602,2 +
95,87 mL/min/100g).

De acordo com a Figura 16, que descreve os valores do fluxo urinario, se observou
um aumento significativo no tempo de 16h (0,0215 + 0,002 mL/min) quando comparado com
seu tempo controle de 16h (0,0104 £+ 0,002 mL/min), sem mudangas nos tempos de 8h (0,009
+ 0,001 mL/min) e 24h (0,01875 + 0,002 mL/min) quando comparado com o grupo tratado de
8h (0,018 + 0,003 mL/min), e 24h (0,013 + 0,001 mL/min).
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Figura 15. Avaliacdo dos valores do ritmo de filtracdo glomerular em ratos, nos grupos

controle e tratado com o VBa, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a média + erro padrdo dos niveis do clearance de creatinina em
animais tratados com o 75% Dlsg do veneno da serpente B. ayerbei. A analise estatistica foi
feita por Two-way ANOVA seguida do p6s-teste Bonferroni’s. *P < 0,05 e ** P < 0,01.

Figura 16. Avaliacdo dos valores do fluxo urinario em ratos, nos grupos controle e tratado

com o VBa, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a média + erro padrdo dos niveis do fluxo urindrio em animais
tratados com o 75% Dlso do veneno da serpente B. ayerbei. A analise estatistica foi feita por
Two-way ANOVA seguida do pds-teste Bonferroni’s.
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5.3 Analise da Funcéo Tubular

5.3.1 Determinacéo da func&o tubular através da fragio de excrecdo dos eletrélitos Na*

(%FeNa") e K (%FeK") em animais tratados com o veneno da serpente B. ayerbei.

Nota-se na Figura 17, um aumento na fracdo de excrecdo de sddio %FeNa" no tempo
de 16h (4,552 + 0,204 %), quando comparado com o seu grupo controle (2,598 + 0,391 %),
mas ndo houve alteracfes nos tempos de 8h (1,454 + 0,414 %) e 24h (2,956 * 0,468 %)
quando comparados com seus respectivos controles, 8h (1,550 £ 0,433 %) e 24h (4,385 +
0,8259 %).

Como apresentado na Figura 18, ndo se observou diferenca significativa no %FeK" dos
grupos tratados de 8h (2,054 + 0,492 %), 16 (0,831 + 0,198 %) e 24 (1,307 £ 0,421 quando
comparados com seu grupos controle de 8h (0,9550 + 0,129 %), 16h (2,285 £ 0,769 %) e 24h
(1,467 + 0,143 %).

Figura 17. Avaliacio dos valores do %FeNa* em ratos, nos grupos controle e tratado com o

VBa, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a média * erro padrdo dos valores de %FeNa” em animais tratados
com o0 75% Dlso do veneno da serpente B. ayerbei. A anélise estatistica foi feita por Two-way
ANOVA seguida do pds-teste Bonferroni’s. ** P < 0,01
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Figura 18. Avaliacdo dos valores do %FeK" em ratos, nos grupos controle e tratado com o
VBa, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a média + erro padrio dos valores de %FeK" em animais tratados com
0 75% Dls, do veneno da serpente B. ayerbei. A analise estatistica foi feita por Two-way
ANOVA seguida do p0s-teste Bonferroni’s.

5.4 Avaliacdo dos parametros de osmolalidade

De acordo com a Figura 19, que descreve os valores do clearance de osmolalidade,
ndo foram observadas mudangas significativas nos tempo de 8h (0,025 + 0,003 mL/min) 16h
(0,015 £ 0,002mL/min) e 24 (0,031 £+ 0,008 mL/min) quando comparado com seus tempos
controle de 8h (0,015 + 0,001 mL/min), 16h (0,015 £+ 0,002 mL/min) e 24h (0.023 + 0.002
mL/min).

Como exposto na Figura 20, observou-se um aumento no clearance de agua livre no
tempo de 8h (-0,013 £ 0,003mL/min) quando comparado com o seu grupo controle (-0,003 +
0,001mL/min). Contudo ndo houve mudancas nos tempos de 16h (0,003 + 0,004 mL/min) e
24h (-0,005 £ 0,007 mL/min) quando comparado com seu grupo controle 16h (-0.004 £+ 0.001
mL/min).e 24h (-0.005 = 0.001mL/min).
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Figura 19. Avaliacdo dos valores de clearance de osmolalidade em ratos, nos grupos controle

e tratado com o VBa, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a média £ erro padrdo dos niveis de clearance de osmoralidade em
animais tratados com o 75% Dlso do veneno da serpente B. ayerbei. A analise estatistica foi
feita por Two-way ANOVA seguida do p6s-teste Bonferroni’s. *P < 0,05.

Figura 20. Avaliacdo dos valores de clearance de agua livre em ratos, nos grupos controle e

tratado com o VBa, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a média + erro padrdo dos niveis de clearance de agua livre em
animais tratados com o 75% Dlsy do veneno da serpente B. ayerbei. A analise estatistica foi
feita por Two-way ANOVA seguida do pos-teste Bonferroni’s.
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5.5 Perfil do dano oxidativo

5.5.1 Determinacdo dos valores de Malondialdeido (MDA) e da atividade da
Glutationa reduzida (GSH) em tecido renal de animais tratados com o veneno da

serpente B. ayerbei.

Como se visualizar na Figura 21, os niveis de MDA nao foram significativos nos
tempos avaliados de 8h (1.218 £ 0.014 pg/mg prot.) e 16h (1.186 + 0.023 pg/mg prot.) e 24h
(1.052 + 0.051 pg/mg prot.), quando comparado com seu grupo controle de 8h (1.189 + 0.017
pg/mg prot.), 16h (1.249 + 0.024 pg/mg prot.) e 24h (1.204 + 0.025 pg/mg prot.).

Figura 21. Avaliacdo dos valores de malondialdeido (MDA) em ratos, nos grupos controle e

tratado com o VBa, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a média + erro padrdo dos niveis de MDA em tecido de animais
tratados com o 75% Dls, do veneno da serpente B. ayerbei. A analise estatistica foi feita por
Two-way ANOVA seguida do pés-teste Bonferroni’s. ** P < 0,01.

Como apresentado na Figura 22, ndo se observou diferenca significativa da atividade
do GSH dos grupos controle de 8h (183,7 + 8,473 pg/mg prot.) e 16h (146,2 £ 18,68 pg/mg
prot.) quando comparados aos respectivos grupos tratados de 8h (167,4 £ 9,930 pg/mg prot.)
el6h (185,3 + 11,48 pg/mg prot.). No entanto observamos alteracdo no tempo de 24 horas
(78,75 £ 3,059 pg/mg prot.) quando comparado ao seu grupo controle de 24h (143,8 + 13,74

png/mg prot.).
Figura 22. Avaliacdo dos valores da atividade do GSH em ratos, nos grupos controle e
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tratado com o VBa, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a média + erro padrdo dos niveis da atividade de GSH em tecido renal
de animais tratados com o 75% Dlso do veneno da serpente B. ayerbei. A analise estatistica
foi feita por Two-way ANOVA seguida do po6s-teste Bonferroni’s.

5.6 Técnicas de Biologia Molecular

5.6.1 Perfil molecular da expressdo de mRNA de biomarcadores de leséo renal e

inflamacéo em tecido renal de animais tratados com o veneno da serpente B. ayerbei.

De Acordo com a Figura 23, os animais tratados apresentaram um aumento da
expressdo quantitativa relativa do mRNA de KIM-1nos tempos de 8h (9,850 £ 2,520), e 16h
(2,768 = 0,492) quando comparados com seus respectivos grupos controle de 8h (1,018 +
0,115) e 16h (1,020 + 0,106), confirmando uma lesdo precoce gerada pelo VBa. Nao foram
observadas diferengas no tempo de 24h (1,614 + 0,343), quando comparado com a seu grupo
controle (1,142 £ 0,173).

Nota-se na Figura 24 um aumento da expressdo do mMRNA de NGAL em todos 0s
tempos tratados com VBa 8h (3,182 + 0,493), 16h (2,098 + 0,400) e 24h (7,242 * 1,496),
qguando comparados com seus respectivos grupos controle, 8h (1,050 + 0,197), 16h (1,040 +
0,148) e 24h (1,052 + 0,139).

Figura 23. Avaliagdo da transcrigdo génica de KIM-1 no tecido renal de ratos, nos grupos

controle e tratado com o veneneo de B. ayerbei, quando avaliado em diferentes tempos.
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Expressédo Relativa KIM-1

Os valores representam a media * erro padrdo da transcricdo génica de KIM-1 de tecido renal
de animais tratados com o 75% Dlsy do veneno da serpente B. ayerbei A analise estatistica foi
feita por teste Mann Whitney. P<0,05 vs controle.

Figura 24. Avaliacdo da transcri¢do génica de NGAL no tecido renal de ratos, nos grupos

controle e tratado com o veneno de B. ayerbei, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a media * erro padrdo da transcricdo génica de NGAL de tecido renal
de animais tratados com o 75% Dlsy do veneno da serpente B. ayerbei A analise estatistica foi
feita por teste Mann Whitney. P<0,05 vs controle.

Como observado na Figura 25, os niveis de MCP-1 aumentaram em todos 0s grupos
de 8h (2,513 = 0,292), 16h (4,153 * 0,148) e 24h (2,062 + 0,482), quando comparados com
seus respectivos grupos controle, 8h (1,048 + 0,156), 16h (1,082 + 0,232) e 24h (0,8660 +
0,107).

Figura 25. Avaliacdo da transcri¢cdo génica de MCP-1 no tecido renal de ratos, nos grupos

controle e tratado com o veneno de B. ayerbei, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a media £ erro padrdo da transcricdo génica de MCP-1 de tecido
renal de animais tratados com o 75% Dlsy do veneno da serpente B. ayerbei A andlise
estatistica foi feita por teste Mann Whitney. P<0,05 vs controle

Na Figura 26, observou-se também um aumento significativo na expressao do mRNA
de IL-18 no tempo de 24h (3,464 + 0,600), quando comparado com 0 seu grupo controle de
24h (1,022 £ 0,090). N&o houve alteracdo significativa nos demais tempos de 8h (1,504 +
0,227) e 16h (0,9583 + 0,140) em comparacdo com 0 Seus respectivos grupos controle de 8h
(1,020 + 0,381) e 16h (1,098 + 0,260).

Figura 26. Avaliacdo da transcricdo génica de IL-18 no tecido renal de ratos, nos grupos

controle e tratado com o veneno de B. ayerbei, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a media * erro padrdo da transcri¢cdo génica de 1L-18 de tecido renal
de animais tratados com o 75% Dlsy do veneno da serpente B. ayerbei A analise estatistica foi
feita por teste Mann Whitney. P<0,05 vs controle.

Conforme mostrado na Figura 27, os niveis do mNA para IL-1f aumentaram
significativamente nos animais tratados com VBa em todos os tempos 8h (3,863 + 0,486), 16h

(2,469 + 0,434) e 24h (3,335+ 1,055), quando comparados com 0 Seus respectivos grupos



58

controle, 8h (0,9775 + 0,304), 16h (0,9640 + 0,237) e 24h (1,022 + 0,082).

Figura 27. Avaliacdo da transcricdo génica de IL-1p no tecido renal de ratos, nos grupos

controle e tratado com o veneno de B. ayerbei, quando avaliado em diferentes tempos.
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Os valores representam a mediana da transcricdo génica de IL-1p de tecido renal de animais
tratados com o 75% Dlsy do veneno da serpente B. ayerbei A analise estatistica foi feita por
teste Mann Whitney. P<0,05 vs controle.

5.7 Analises Histopatoldgicas

5.7.1 Efeitos do veneno da espécie B. ayerbei sobre as alteracdes histopatoldgicas em
tecido renal de animais tratados com o veneno da serpente B. ayerbei.

SeccgOes histoldgicas representadas por estrutura renal preservada onde se visualizam o
cortex e a medula com distribuicdo normal das estruturas glomerulares e tubulares, dos grupos
controle foram observadas em todos os tempos analisados, com auséncia de necrose,
inflamacédo, glomerulopatias e glomerulonefrites. Foram observados, na maioria dos casos
tanto nos grupos controle como tratados, leve tumefacéo do epitélio tubular, discreta ectasia e
hemorragia intersticial, além de alguns tubulos exibindo acumulo luminal de material
eosindfilo de aspecto proteinacio como apresentado na Figura 28. N&do se encontram
alteracdes nos grupos controle de 8 e 16h (28-A; 28-B) quando comparados com 0S grupos
tratado de 8 e 16 h (28-D, 28-E).No grupo tratado de 24 se exibiu moderada e dispersa
vacuolizacdo de epitélio tubular, com tubulos exibindo acimulos luminais eosinofilicos (28-

F) quando comparado com o tecido dos animais controle (28-C).

Figura 28. Imagem representativa da avaliacdo temporal das alterac6es histoldgicas do tecido

renal de ratos, nos grupos controle e tratado com o veneno de B. ayerbei, quando avaliado em
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diferentes tempos.

Fotomicrografia dos tecidos renais processados pela técnica de coloracdo de
Hematoxilina-eosina (HE) dos grupos experimentais. A) Grupo controle 8h; B) Grupo
controle 16h; C) Grupo controle 24h; D) Grupo VBa 8h; E) Grupo VBa 16h; F) Grupo
veneno 24h. Tecidos renais exibiram estruturas tubulares (T) e glomerulares (G) os quais
apresentam alteracGes tais como vacuolizacdo do epitélio (Seta), hemorragia intersticial (seta
tracada), tumefacdo do epitélio (#) e ectasia (*).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foram avaliados os efeitos do veneno da serpente B. ayerbei (VBa)
em diferentes tempos (horas) apds inoculacdo intraperitoneal, através de parametros renais
bioquimicos tradicionais e moleculares precoce. O envenenamento por o 75% da DLs da
serpente B. ayerbei ndo promoveu mudancas significativas nos parametros plasmaticos
utilizados no diagnostico da LRA, tais como, uréia e creatinina sérica, conforme visto em
outros estudos apresentados por outras serpentes (HROVAT et al, 2013;
VASARUCHAPONG et al., 2014). Embora, foi notado um aumento nos niveis plasmaticos
de &cido urico, similar aos encontrados no estudo de AL-JOHANY et al (2015) com 0 veneno
da serpente Crotalus durissu.

Em contraste com os achados supracitados, neste trabalho foram verificadas alteracdes
na urina de ratos por um aumento na excre¢do de &cido Urico, creatinina, ureia e proteina, em
concordancia com outros venenos (BOER-LIMA et al., 2002; ALEGRE et al., 2010).

Assim mesmo, ao analisar o transporte de eletrolitos e a filtracdo glomerular percebeu-
se alteracdes nos indices normais ao longo do tempo em resposta ao VBa. Desta forma,
pensou-se que estes efeitos poderiam estar relacionados a uma possivel acdo diurética causada
por o VBa, pois neste estudo foi identificado um aumento da fragdo de excregdo de Na*
(%FeNa") e do volume urinario, além de mudangas no clearance de agua livre e na
osmolalidade.

Em seguida, e com o intuito de saber se biomarcadores moleculares precoce de LRA
podem estar expressos no mRNA do tecido renal, foi realizada a quantificacdo da expresséo
de biomarcadores renais e inflamatdrios tais KIM-1, NGAL, IL-18, MCP-1 e IL-1p, sendo
observado um aumento significativo na expressdo de todos eles o que contribuiu no
entendimento do envenenamento por o VBa.

Posteriormente e com o intencdo de ampliar o conhecimento dos efeitos desse veneno
foi observado o grau de estresse oxidativo mediante a quantificacdo dos niveis de MDA e
GSH sendo verificada uma diminuicdo significativa neste ultimo. Resultado similar aos
observados por SANTHOSH et al (2013) com veneno de Vipera russelil e AL-JOHANY et al
(2015) com o veneno de Crotalus durissu.

Como ja mencionado, sabe-se que efeitos sistémicos desencadeados apos a picada de
serpentes, promovem complicacBes que podem ser letais, como é a lesdo renal aguda, a qual é
considerada um evento clinico importante nos casos de acidentes ofidicos, sendo uma

disfuncéo frequente causada pelo veneno da serpente Bothrops, logo contribuindo de forma
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relevante & morbidade e mortalidade (GUTIERREZet al., 2009b; RODRIGUES et al., 2011;
BARONE et al., 2014).

Embora haja todas estas alteracdes, sabe-se que 0s venenos de serpentes apresentam
caracteristicas adaptativas na sua composicdo, sendo identificadas variacGes proteicas
incluidas entre serpentes da mesma espéecie (JORGE, 2015). Como consequéncia, tém sido
observados diferentes efeitos farmacoldgicos e/ ou toxicos que tornam previsivel o tratamento
das vitimas de acidentes ofidicos (CALVETE et al., 2011). Neste sentido, a avaliacdo de
NOVOS venenos apresenta-se relevante. Por conseguinte, e com o intuito de caracterizar os
efeitos renais da serpente B. ayerbei, o atual trabalho avaliou pardmetros bioquimicos clinicos
associados a lesdo renal aguda nos primeiros estagios do envenenamento.

Na clinica, a LRA € definida como a perda subita da funcdo renal medida pelo declinio
do ritmo de filtracdo glomerular, que se desenvolve ao longo de horas até dias, resultando na
diminuicdo da perfusdo renal, lesdo das células renais ou obstrucdo da excrecdo da urina
(KAKAJIWALA; FERGUSON; FITZGERALD, 2017).

Conforme os critérios supracitados, neste trabalho ndo se conseguiram encontrar
alteracdes nos valores de creatinina sérica, ureia plasmatica e no débito urinario, apds a
inoculagdo do VBa, embora foi evidenciado um aumento nos valores plasmaticos de acido
urico nas primeiras 8 horas apos a exposicdo do VBa, sendo estes resultados similares aos
reportados por FREZZATTI e SILVEIRA (2011), onde a acéo direta do veneno da serpente
Crotalus durissus terrificus promoveu mudancas nos parametros bioquimicos com
hiperuricemia, que podem estar associadas a um evento de lise celular que contribuiu com a
formacdo de acido urico causando acimulo no plasma. Assim mesmo, o estudo realizao por
SHI et al., (2003) tém evidenciado que a lesdo celular gerada em células dentriticas
incrementa coadjuvantes endégenos como o acido Urico uma vez que a degradacdo de RNA e
DNA realizada por estas células produzem purinas que sdo convertidas em &cido Urico
causando sua acumulacdo. Estes possiveis eventos podem estar acontecendo de forma
sistémica nos tecidos como consequéncia da atividade proteolitica dos venenos como o VBa,
aumentando assim os niveis plasmaticos de acido Urico, apresentado neste trabalho.

Seguidamente, e em relagdo aos dados urinarios, em nosso trabalho foi observado um
aumento na excrecdo de ureia na urina nos tempos avaliados de 16h e 24h ap6s a inoculagéo
do VBa, o qual poderiam estar associados a uma resposta dos rins aos efeitos isquémicos,
apresentados como consequéncia a perda de fluidos causado por eventos hemorragicos como
visto nos casos de envenenamentos relatados na clinica (GUTIERREZ et al., 2009; PAULO et

al., 2013). Neste contexto, 0 evento isquémico causa que o rim se proteja da leséo, evocando
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varios mecanismos de protecdo desta forma ha tendéncia para reter liquido e sal e,
simultaneamente, excretar 0 maximo de residuos nitrogenados, com o intuito de produzir uma
urina altamente concentrada (KUMAR, 2012).

A seguir, e em relacdo aos dosagem bioquimicos urinarios, em nosso estudo foi
apresentado um aumento significativo na excre¢do de acido Urico no tempo de 8h quando
comparado com a seu grupo controle, que pode estar associado a danos nos tubulos proximais
por acumulo dos componentes do veneno, causando modificacbes na reabsorcdo de
substancias o que originariam um aumento na excrecdo das mesmas. Varios estudos
evidenciam esta acumulacdo de venenos em diferentes 6rgdos, dentre eles os rins, causando
toxicidade (VASCONCELOS et al., 1998; ESCALANTE et al., 2003; MELLO et al., 2010).
Estudos realizados com o veneno da serpente B. jararaca, evidenciam que a medida que o
veneno € excretado pelos rins, 0s mecanismos de concentracdo e transporte tubular favorecem
as manifestagdes de toxicidade celular direta. Logo, a perda da funcéo celular epitelial poderia
causar disfuncdo tubular e, como consequéncia, aumentar a excrecdo de varias substancias
(JORGE et al., 2017), tais o &cido Urico, uma vez que a regulacdo deste no sistema de
transporte renal é regulada por quatro componentes que envolvem filtracdo glomerular,
reabsorcao, secrecdo e reabsorcdo pos-secrecdo, como determinantes para a regulacdo do
mesmo no plasma (MOUNT et al., 2006).

Continuamente, os dados apresentados sugerem que a exposicdo do VBa nas
primeiras 8h poderia causar efeitos citotoxicos nas células renais e dessa forma promover o
aumento do, 4cido Urico urinario e plasmatico (FREZZATTI; SILVEIRA, 2011), além disso,
temos a saber que estas alteraces s6 forem apresentadas no tempo de 8h, sem mudancas nos
tempos de 16h e 24h deixando em evidéncia uma possivel modulacdo dos rins aos efeitos do
veneno.

Por outro lado, estudos realizados por DE CASTRO et al., (2004) vém revelando que
os venenos de serpentes especialmente do género Bothorps sdo nefrotdxicos conduzindo
anormalidades glomerulares e tubulares. Desta forma, sabe-se que uns dos principais alvos de
numerosas agentes nefrotoxicos é o glomérulo, e este é a primeira estrutura do néfron que
entra em contato com o mesmo. Mudangas estruturais no glomérulo provocadas pelos
venenos de serpentes ja tém sido reportadas, sendo observada uma disfuncao do citoesqueleto
com a descontinuidade dos filamentos de actina, que causam alteracdes nos pedicelo dos
poddcitos da membrana basal alterando a funcdo da barreira de filtracdo, sendo estas
alteracOes associadas & metaloproteinases (SVMP) e fosfolipases A, (PLA;) presentes nos
venenos (BOER-LIMA et al.,, 2002; LINARDI et al., 2011). Considerando o anterior e



64

sabendo que o VVBa reporta um porcentagem de 53,7 de SVPM na sua composi¢cdo (MORA-
OBANDO et al., 2014). Permite desta forma, sugerir que a elevacdo dos niveis significativos
de proteinaria urinaria nos tempos de 8 e 16h, apds inoculacdo do VBa poderia estar
associado ao acumulo do veneno nos glomérulos e nos tdbulos renais (PANFOLI et al.,
2010).

Assim, podemos admitir a hipotese que acumulo do veneno possa causar lesdo

glomerular e consequente proteindria. Poréem, esse dano foi temporéario, haja visto ndo termos
encontrado esta alteracdo no periodo de 24 horas, sugerindo a recuperacao renal, comprovado
pela diminuicdo encontrada na relagdo proteina /creatinina onde se apresenta uma diminuicdo
significativa no mesmo tempo avaliado.
Por outro lado, na avaliacdo da funcdo renal, foram evidenciadas alteracdes no ritmo de
filtracdo glomerular (RFG), onde foi observado uma diminuicdo no tempo de 8h, com um
aumento significativo no tempo de 24h ap6s inoculagdo do VBa, sem mudangas no tempo de
16h. Tendo em consideracéo os resultados do tempo inicial de 8h para o RFG, estes podem
ser mediados pelo aumento de &cido urico plasmatico apresentado no mesmo tempo, ajudando
desta forma com a diminuicdo do RFG, isto em relacdo ao estudo desenvolvido por
MAIUOLO et al., (2016) onde hiperuricemia poderia acarretar em vasoconstricdo renal
regulada pela ativacao do sistema renina-angiotensina.

Além disso, estudo realizado com SVMP evidenciou que estas proteinas causam um
efeito vasoconstrictor provavelmente pela conversdo de proteinas precursoras em peptideos
vasoativos, como a conversdo de pré-endotelina a endotelina 1, o que causaria 0 aumento da
resisténcia vascular renal, com uma diminuicdo do fluxo plasméatico renal
(MITRMOONPITAK et al., 2013). Desta forma, SVMP também poderia contribuir aso
achados do RFG no tempo de avaliacdo de 8h.

Em relacdo ao aumento significativo do RFG no tempo de 24h em resposta ao VBa, 0
mesmo pode estar relacionado a elevacdo da creatinina urinaria que foi apresentada no mesmo
tempo avaliado. Alguns estudos realizados em perfusdo de rim isolado mostram que efeitos
diuréticos estdo presentes em alguns venenos de serpentes (HAVT et al., 2001; BARBOSA et
al., 2002; MARTINS et al., 2005; JORGE et al., 2017). Desta forma, os mesmo efeitos
poderiam estar sucedendo no presente estudo.

Estes efeitos diuréeticos apresentados neste trabalho poderiam ser mediados pela acéo
de alguns componentes que se encontram nos venenos de serpentes como sdo 0s peptideos
potencializadores de bradicinina (PPB), os quais sdo oligopeptideos ricos em prolina que

atuam como inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) (ALBERTO-SILVA et
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al., 2015). Desta forma sua inibigdo promoveriam efeitos vasodilatadores. Além disso, os PPB
poderiam aumentar a sensibilidade do receptor de bradicinina do masculo liso, bem como
ativar a liberacdo local de bradicinina, o que agravaria a vasodilatacdo local e sistémica
(MURAYAMA et al., 1997), tendo um aumento do RFG. Por sua vez estes efeitos diuréticos
causa aumento na eliminacéo de sodio e a sua vez aumentam a eliminagdo de agua e algumas
substancias nitrogenadas, como observadas neste trabalho por o aumento destas nos tempos
de 16 e 24 horas.

Concomitantemente com as anormalidades dos valores de creatinina e ureia,
apresentadas neste trabalho, houve aumento no %FeNa* no tempo de 16h associado com um
aumento do volume urinario no mesmo tempo de avaliagdo, que poderia ser explicado por
seus efeitos diuréticos como ja mencionado. Em acordo com os dados expostos, estudos
realizados com compostos isolados do veneno de B. jararaca mostraram a participacdo dos
mesmos sobre arteriolas renais como vasodilatadores e também nos tabulos renais,
aumentando a excrecao de sédio e dgua (XAVIER et al., 2017), mecanismo que pode estar
associado com o aumento destes parametros no tempo de avaliacdo de 16h, como apresentado
neste trabalho.

Além disso, danos nos tubulos proximais podem ser apresentados reduzindo a
reabsorcao de substancias como ja sugerido pela acumula¢do dos venenos nos rins que pode
causar maiores riscos de falha renal devido a que sua concentragéo pode atingir mais de 50%
da concentracdo no plasma (CASTRO, 2006). Isto pode ocasionar dano nos tubulos como ja
advertido em outras pesquisas, onde é observado que a lesdo pode ocasionar necrose tubular
aguda (MELLO et al., 2014). Estas constatacdes podem ser reforcadas por trabalhos
anteriores de nosso grupo de pesquisa, utilizando este mesmo veneno da serpente B. ayerbei,
que permitiu observar um efeito citotdxico direto sobre a viabilidade de células MDCK -
Madin-Darby Canine kidney (VELASCO, 2013), as quais apresentam caracteristicas
funcionais e morfoldgicas similares as células do ducto de coletor e/ou do tabulo distal de
mamiferos (COLLARES-BUZATO et al., 2002).

Adicionalmente, foi realizada a avaliagdo dos pardmetros de osmolalidade sendo
calculados o clearance de osmolalidade (Cosm) e o clearance de agua livre (CH20), obtendo
uma diminuicdo significativa no tempo de 8h de CH20 sem mudancas no Cosm, poucos
estudos tem sido realizados com o0 venenos de outras serpentes, embora, nos relacionamos
estes dados com achados ja mencionados na diminuicdo do RFG, que causaria uma alta
concentracédo de solutos na urina.

Tendo em vista os aspectos observados da acdo do VBa, resumidamente, este ndo
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alterou pardmetros plasmaticos de lesdo renal, embora € evidenciado mudancas na avaliacao
da funcdo renal, tubular e nos pardmetros de osmolalidade. Desta forma e com o intuito de
esclarecer os efeitos do veneno, nos avaliamos a expressdo de biomarcadores precoce de LRA
e biomarcadores de processos inflamatdrios os quais podem participar na progresséo da falha
renal, sabendo que componentes do veneno podem participar na liberagdo de mediadores
inflamatorios os quais podem influir na hemodinamica renal. Diferentes estudos realizados
com venenos de serpentes tem evidenciado a participacdo desses mediadores inflamatérios.
Esta afirmacéo pode ser comparada em estudos realizados com ileo de cobaias, onde foram
encontrados efeitos na hipotensdo causados pelo veneno da serpente B. pirajai, ndo causados
pelos PPB, comprovado mais tarde pela auséncia destas proteinas na sua composi¢do
(BERNARDES et al., 2013), mas elucidou-se a participacdo de prostaglandinas, citocinas,
bradicininas, fatores de complemento e fator de ativacdo plaquetaria como 0s responsaveis
destes eventos (HAVT et al., 2005).

Biomarcadores precoce de leséo renal estdo sendo muito utilizados na clinica para
prever a evolucdo da lesdo e promover melhores tratamentos, devido a baixa sensibilidade e
especificidade dos marcadores classicos de disfuncdo renal tais creatinina e ureia sérica,
impossibilitam a identificacdo precoce da LRA, com perda de oportunidade terapéutica
(NASCIMENTO, 2012).

Deste modo, no6s evidenciamos que 0 VBa apresentou um aumento na expressao de
MRNA do biomarcador renal KIM-1 no tempo de avaliacdo de 8h e 16h, sendo néo
significativa no tempo avaliado de 24h.

O KIM-1 é um biomarcador de lesdo renal precoce, a qual ndo se encontra expressa
em rim saudaveis e um incremento na expressao dela em células epiteliais do tibulo proximal
sugere LRA (YANG et al., 2015). Estudos realizados com hibridiza¢do in situ e imuno-
histoquimica revelaram que o KIM-1 é expresso em células epiteliais tubulares proximais
desdiferenciadas em regibes danificadas, especialmente no segmento S3 do tubulo proximal
na faixa externa da medula externa, o qual é uma regido altamente suscetivel a lesdo por
isquemia ou toxinas (BAILLY et al., 2002). Por conseguinte, em nosso trabalho niveis
aumentados de KIM-1 nos tempos de avaliacdo de 8 e 16h, nos permitiu observar que o VBa
pode atuar sobre as células dos tubulos proximais através de processos isquémicos, associados
aos efeitos hipovolémicos dos venenos e/ou a uma acdo direta nefrotdxica nestas células
(SANTOS; FARANI; ROCHA, 2009). Com uma modulagdo da fungdo renal ao ndo ser
evidenciado efeitos no tempo de 24 horas.

Com tal caracteristica, em nosso trabalho foi apresentada uma supra-expressao do
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NGAL em todos os tempos avaliados. Esta é uma molécula de sequéncia similar as proteinas
da familia das lipocalinas e encontra-se supra-regulada em resposta a isquemia renal ou lesdo
nefrotdxica e pode possuir atividade protetora no rim limitando o dano renal (RONCO et al.,
2010). O aumento do NGAL é detectavel apenas 3h apos a lesdo e ele atinge o pico em
aproximadamente 6 ou 12 h apds lesdo, dependendo da gravidade da leséo, assim mesmo esté
aumento pode persistir até 5 dias apds a lesdo inicial quando a mesma é grave (MISHRA et
al., 2005).

Tanto KIM-1 como o NGAL séo biomarcadores precoces de LRA. No entanto, I1L-18
€ um biomarcador que se expressa de forma mais tardia em comparacdo com estes dois
biomarcadores, mas de forma mais precoce quando comparado com a creatinina serica
(RONCO et al.,, 2010). A deteccdo do mesmo encontra-se associada a citocinas pro-
inflamatdrias, e tem a capacidade de induzir a producdo de interferon-gama em células T tipo
1 e € um mediador sensivel de les&o isquémica no rim (HERGET-ROSENTHAL et al., 2012).

Neste trabalho a supra expressa do mRNA de I1L-18 foi apresentado no tempo avaliado
de 24h. A producdo destas quimiocinas é importante na mediacdo seletiva e na amplificacao
da resposta inflamatéria. O clivagem da IL-18 exerce um efeito pro-inflamatério por
transducdo de sinal através do heterodimero de proteina acessoria do receptor de IL-18
(CHEUNG et al., 2005). De forma geral, esta € produzida pelas células intercaladas dos
ductos coletores nos rins saudaveis, as quais estdo envolvidas na regulagdo do equilibrio
acido-base e ¢ induzida de forma mais ampla em células epiteliais tubulares lesadas do tubulo
contornado distal.

Alem disso, a IL-18 participa na migracdo de leucécitos do sangue para os tecidos no
local da inflamacéo e, portanto, desempenham uma fun¢do como quimioatraentes, ao igual
gue a proteina quimiotactica de mondcitos 1 (MCP-1), a qual é também conhecida como fator
de ativacdo de macrdfagos, e é produzida pelas células mesangiais renais, endoteliais, e
epiteliais tubulares, sendo regulada sua expressdo por citocinas tais IL-15, TNF-o e IFN-y
(KOHAN et al., 1992; LUSTER et al., 1998; SUNG et al., 2002). Neste sentido a producéo
destas moléculas por estimulos exdgenos contribui na producédo de citocinas pro-inflamatorias
e sua producgdo excessiva pode contribuir significativamente para o choque, faléncia maltipla
e a morte. (HERNAMDEZ et al., 2011).

De forma geral a reducdo do fluxo sanguineo renal causado por toxinas de venenos
induz a liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, mediadores vasoativos e neurotransmissores
0s quais sdo fundamentais no desenvolvimento de nefropatias (SITPRIJA, 2008). Por outro

lado, Interleucina-1 beta (IL-1pB) é regulada em células mesangiais por células de crescimento,
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inflamacdo e proteinas da matriz extracelular (FINN; PORTER, 2003). Nosso trabalho
apresentou um aumento da expressdo dos mRNA destas interleucinas nos trés tempos
avaliados de 8, 16 e 24h, como uma possivel resposta ao dano causado pelo VVBa sobre células
da matriz extracelular, uma vez que componentes do veneno tais as SVMP possuem efeitos
proteoliticos sob estas estruturas, sendo também associada com uma supra-regulacdo do
MRNA de MCP-1 (FINN; PORTER, 2003).

Concluimos assim, que o VBa consegue promover alteracbes nos biomarcadores
precoce, nos estagios iniciais do envenenamento e observou-se que marcadores tradicionais
associados a lesdo renal aguda ndo apresentaram mudancas significativas quando comparadas
com 0 seus grupos controle. Por conseguinte, consegue ser comprovado que a utilizacdo de
novas técnicas moleculares sdo importantes no entendimento da fisiopatologia renal do
envenenamento.

A seguir e dadas as alteracOes encontradas, foram geradas novas perguntas, ao saber,
se processos de estresse oxidativo poderiam influir nos efeitos apresentados por VVBa, sabendo
gue nos organismos aerdbios pode existir um desequilibrio na formacao de radicais livres que
sdo formados na presenca de eventos patoldgicos, sobre condicdes fisiologicas e protegido
pelo sistemas de defensa antioxidante (ZARARSIZ et al., 2007). Deste modo, a formacao de
radicais livres causa dano nas células pela formacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
0s quais sdo metabdlitos parcialmente reduzidos de moléculas de oxigénio, que tem maior
atividade em relacdo com a molécula de O, (ZHAO; DI1Z; ROBBINS, 2007).

O estresse oxidativo € uma manifestacdo comum e pode mediar o dano cardiovascular,
neurolégico e de numerosas complicagfes renais. As ERO atuam principalmente nas células
mesangiais e endoteliais, e encontram-se implicadas em varias fisiopatologias de diversos
tipos de lesdo glomerular, causando inflamacédo e até apoptose (SINGH et al., 2006).

Em virtude disso, 0s processos de estresse oxidativo constituem mecanismos de
producdo progressiva em numerosas doencas renais e incremento da quantidade de
malondialdeido (MDA) e F2-isoprostanos, promovendo o dano renal (MARTIN et al., 2015).
Para verificar a presencia de estresse oxidativo, em nosso estudo foi realizada a quantificacdo
dos niveis de MDA, a qual ndo apresentou diferencia significativa em nenhum dos tempos
avaliado.

Por outro lado, ao quantificar os niveis de GSH encontrou-se uma diminui¢do no
tempo de 24h. O GSH é um tiol de baixo peso molecular, que se encontra envolvido em
mecanismo de prote¢do molecular modulando as respostas celulares a substancias quimicas

toxicas. O mesmo pode ser encontrado praticamente em todas as celulas constituida pelo
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tripeptideo (L-glutamina, L-cisteina e glicina), que desempenha uma grande variedade de
funcbes (KUMAR; SUGENDRAN; VIJAYARAGHAVAN, 2003).

Niveis reduzidos de GSH ja foram reportados por diferentes estudos com o veneno de
Vipera russelli, onde é observado uma diminuicdo como resultado da disfuncdo oxidativo
induzida pelo veneno aumentando niveis de ERO (SANTHOSH et al., 2013; AL-JOHANY et
al., 2015).

A seguir, em nosso trabalho o analise histopatoldgica realizada durante os diferentes
tempos de avaliacdo de 8, 16 e 24h ap0s o envenenamento intraperitoneal, ndo apresentaram
mudangas nos tecidos renais para 8 e 16h quando comparados com o seu grupo controle.
Contudo, no tempo de 24h apresentou lesdes caracterizadas por vacuolizagdo disseminada, e
degeneracdo celular assim como também acimulo de material proteico. Os quais sao
associados ao efeito do VVBa a partir de sua acdo proteolitica, sendo a estrutura do rim pouco
afetada. Trabalhos realizados por AL-JOHANY et al., (2015) evidenciaram anormalidades
histopatoldgicas no rim produzidas por o envenenamento das serpentes Echis pyramidum,
onde é observado tumefacdo dos glomérulos e necrose tubular, bem como sinais de
hemorragia medular e intertubular.

Novos estudos tem que ser considerados com o0 VBa, com um tempo de avaliagdo
maior para saber se 0 rim consegue se recuperar do dano ap6s o envenenamento ou, pelo
contrario, se o efeito gerado por o VBa consegue modificar a funcédo e a estrutura do rim.

Por fim, temos a entender que 0 veneno da serpente possui varios componentes que
podem promover diferentes respostas fisioldgicas, isto pode ser observado em estudos
realizados em hemodindmicas onde proteinas isoladas do veneno da serpente Russell tais
como as PLA; e SVMP evidenciarem respostas opostas em seus efeitos (MITRMOONPITAK
et al., 2013). Desta forma, estes estudos nds permite observar que, nos casos dos
envenenamentos, distintas alteracGes sdo apresentadas devido a complexa mistura de
substancias que sdo encontradas nos venenos e podem ser evidenciadas com o decorrer do
tempo de exposi¢do. Em nosso trabalho, a analise da cinética do envenenamento por VBa
apresentou diferentes efeitos com o recorrer do tempos de avaliagdo os quais foram associadas
a distintos eventos.

Num primeiro momento o veneno pode causar hemorragia que repercute na circulacéo
sanguinea com extravasamento, o que possivelmente causaria hipovolemia e consequente
diminuicdo do fluxo sanguineo renal, com aumento do &cido Urico, gerando vasoconstricao
renal com a diminui¢cdo do RFG. Seguidamente e, dada a quantidade de metaloproteinases

presentes na sua composicao, consegue ser observado um aumento da atividade proteolitica
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carateristica deste veneno e continuo aumento da proteina urinéria, seguido de um possivel
dano dos tabulos renais, o que aumentaria a liberacdo de compostos como ureia e creatinina
na urina, associada a acdo diurética, que aumenta 0 %FeNa’ e aumenta o RFG como
demonstrado, assim mesmo foi evidenciado alteracbes nos biomarcadores precoce 0s quais
apresentaram maior veracidade nas alteracbes causadas por o VBa, demostrando a
importancia da sua utilizagéo.

Limitagdes do estudo foram apresentadas, quando avaliados os biomarcadores de lesdo
renal os quais foram divididos em diferentes tempos de avaliacdo e comparados entre cada
grupo (controle e veneno). Neste trabalho, foi observada uma variagdo entre oS grupos
controles quando comparados entre eles, possivelmente como resposta a fatores externos
como as gaiolas metabdlicas, alteracGes ambientais, manipulacdo dos animais e alguns fatores
intrinsecos dos mesmos. ldentificando esta limitacdo, nossos dados foram apresentados
comparando as alteracdes dentro dos grupos de tempo avaliados. Desta forma, os resultados
resultaram mais fidedignos ao saber que cada grupo de animais foram submetidos as mesmas
condicdes durante cada tempo de avaliacéo.

Finalmente, o veneno da serpente B. ayerbei causou alteracbes em alguns dos
parametros bioquimicos clinicos e moleculares avaliados, , que contribuem no conhecimento
das alteracGes precoces apresentadas por este veneno em ratos Wistar. Seguidamente, deve-se
considerar que na clinica, o envenenamento ofidico encontra-se relacionado com dano local
gue promove eventos de mioglobindria, rabdomiolise e alteracdes na hemostasia, causando
alteracdes renais. Em nosso trabalho, foi utilizada a via intraperitoneal para a inoculacdo do
veneno, a qual poderia corresponder a uma via de acdo direta nos 6rgdos resultando nas
alteracdes encontradas. Desta forma, sugerimos novos trabalhos onde se consiga observar as
possiveis alteracdes renais causadas pelos venenos botropicos utilizando uma via de

inoculacdo intramuscular, mimetizando o acontecido na clinica.
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CONCLUSOES

Conclui-se que o veneno da serpente Bothrops ayerbei ndo altero parametros de
marcadores tradicionais plasmaticos associados a lesdo renal aguda, embora, observaram-se
alteracOes na avaliagdo funcional e tubular da atividade renal, possivelmente pelos disturbios
hemodinamicos apresentados pelo envenenamento o que causo uma regulacdo da secrecdo de
sustancias quando avaliados nos diferentes tempos de exposi¢cdo ao veneno. Ademais, foi
identificada a participacdo de mediadores inflamatdrios durante todos os tempos junto com
biomarcadores de lesdo renal precoce, 0 que nos permitiu comprovar que biomarcadores
moleculares podem ser mais efetivos na deteccdo de alteracdes celulares de dano em tecido
renal. Por outro lado, apresentou-se, alteracdes por estresse oxidativo no desequilibrio da
atividade antioxidante. Com todo, é observado que o veneno de B. ayerbei causa dano renal
precoce desencadeado ap6s o envenenamento o qual foi detectado principalmente por
biomarcadores precoce moleculares que pela utilizagdo de biomarcadores tradicionais.
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