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RESUMO

Efeitos renais promovidas pelo veneno de serpente Bothrops atrox e a liberagéo sistémica
de 6xido nitrico.

Programa de poés-graduacdo em Farmacologia. Universidade Federal do Ceara,
Faculdade de Medicina- Departamento de Fisiologia e Farmacologia.

Terentia Batista S& de Nordes, Dissertacdo de mestrado- UFC, 2009.

Orientadora: Professora Dra. Helena Serra Azul Monteiro.

As serpentes do género Bothrops sdo responsaveis pela maior parte dos acidentes ofidicos
ocorridos no Brasil, representando um sério problema de saude publica pela freqiiéncia com
que ocorrem e pela morbidade e mortalidade que ocasionam. Envenenamento por serpente
Bothrops atrox conduz a alteracdo sist€émica que € responsavel pela causa preliminar de
morte apos acidente ofidico. Esse trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
farmacolégicos do veneno bruto da serpente Bothrops atrox (VBA) na perspectiva de
elucidacao dos mecanismos fisiopatologicos causados aos tecidos. Primeiramente, avaliou-se
as acdes do VBA no sistema de perfusdo renal, no qual o 6rgdo era exposto a pegonha de B.
atrox para se avaliar as possiveis alteracdes dos parametros renais. Apos a perfusao renal, os
rins foram submetidos a analise histologica. Os parametros foram analisados pelo ANOVA e
Student t-test, com p<0,005. Os resultados encontrados demonstraram que VBA promoveu
diminuicao significativa na pressdo de perfusdo (PP) e na resisténcia vascular renal (RVR). O
fluxo urinario (FU) e o ritmo de filtragao glomerular (RFG) aumentaram significativamente.
Foi observado aumento e diminuicdo do percentual de transporte de cloreto e sddio,
respectivamente. As alteragdes histologicas dos rins perfundidos foram discretas, indicando
presenga de material proteindceo nos glomérulos e tiibulos. Realizou-se uma investigagdo da
participagdo do 6xido nitrico (NO) nos efeitos sist€émicos causados por VBA, em um
experimento in vivo. Houve um aumento na producdo de nitrito no sangue dos animais
tratados com VBA. Efetuou-se o bloqueio farmacologico com L-NAME e o aumento na
produgdo de nitrito foi abolida. Através desses resultados conclui-se que o VBA causa
alteragdo nos parametros renais ¢ induz aumento na producao de 6xido.

Palavras-chave: Bothrops; Veneno de serpentes; Rim; Perfusao; Oxido nitrico.



ABSTRACT

Renal effects promoted by snake Bothrops atrox venom and systemic release of nitric
oxide.

Programa de pos-graduacdo em Farmacologia. Universidade Federal do Cear3,
Faculdade de Medicina- Departamento de Fisiologia e farmacologia.

Terentia Batista Sa de Nordes, Dissertacdo de mestrado- UFC, 2009.

Orientadora: Professora Dra. Helena Serra Azul Monteiro.

Snakes of the genera Bothrops are the most responsible for ophidian accidents occurred in
Brazil, representing a serious public health problem due to their frequency, morbity and
mortality rates. Envenomation caused by the species Bothrops atrox leads to systemic
complication, which is responsible for the preliminary cause of death after ophidian accident.
The aim of this work was to evaluate the pharmacological effects of the crude venom of
Bothrops atrox (VBA), in perspective of elucidating the physiopathological mechanisms
occurred in the tissues. First of all, the actions of VBA were evaluated in the renal perfusion
system, in which the organ was exposed to the venom of B. atrox to evaluate possible renal
parameters alterations. After the renal perfusion, the kidneys were submitted to histological
analysis. The parameters were analyzed by ANOVA and Student t-test, with p<0,005. The
results showed that VBA decreased the perfusion pressure (PP) and renal vascular resistance
(RVR) significantly as in contrast with the urinary flow (UF) and glomerular filtration rate
(GFR) which had a significant increase. It was observed both increase and reduction of the
percentage of chloride and sodium transport, respectively. The histological alterations of the
perfused kidneys were discrete, indicating the presence of proteinaceous substance in the
glomeruli and tubules. An investigation was made - in an in Vivo experiment - into the
participation of nitric oxide (NO) in the systemic effects induced by VBA. There was an
increase of the nitrite production in the blood of animals that received the VBA treatment.
Pharmacological blockade with L-NAME was carried out and the increase of the nitrite
production was nullified. Due to these results, we conclude that VBA causes alterations on
renal parameters and it induces increase of the oxide production.

Keywords: Bothrops; Snake venoms; Kidney; Perfusion; Nitric oxide.
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1 INTRODUCAO

1.1 As serpentes do género Bothrops

As serpentes sdo encontradas em quase todo o mundo, mas habitam predominantemente
as regides temperadas e tropicais, em especial pela sua dependéncia do calor externo.
Alimentam-se de presas inteiras, que cagcam usando estruturas quimiossensiveis. Sao
exclusivamente carnivoras cacando tanto vertebrados como invertebrados (FERRAREZI,

1994).

A familia viperidae apresenta mais de 200 espécies. Essa familia possui 34 géneros
assim representados: Crotalus, Lachesis, Bothrops, Bothriopsis e bothrocophias. Em nosso
pais existem cinco géneros que somam aproximadamente 30 espécies, no qual 20 pertencem
ao género Bothrops, 19 Micrurus, um Crotalus e um Lachesis. Os géneros Bothriopsis e
Bothrocophias sao classificados como uma revisao do Bothrops encontrando-se em areas
restritas da América do Sul e Bacia Amazonica, com um numero limitado de espécies, sem
registros de acidentes (CAMPBELL & LAMAR, 1989; FEITOSA & MONTEIRO, 1997;
BRASIL, 2001).

As serpentes pegonhentas Bothrops possuem dentes inoculadores bem desenvolvidos e
fosseta loreal (figura 1), um orificio situado entre o olho e a narina, que ¢ um 0Orgao
termorreceptor, indicando que o animal ¢ peconhento (por isso ¢ também conhecida

popularmente por “serpente de quatro ventas”) (BRASIL, 1998).

Possuem cauda lisa, ndo tem chocalho e as suas cores variam muito, dependendo da
espécie e da regido onde vivem (figura 2). Sdo popularmente conhecidas como jararaca e
jararacucu, dentre outros. Habitam zonas rurais e periferias de grandes cidades, preferindo
ambientes umidos como matas e areas cultivadas e locais onde haja facilidade para
proliferacdo de roedores. Tem hébitos predominantemente noturnos ou crepusculares.

(BRASIL, 1998; CUPO et al., 1990).



S W Wister

Figura 1: Imagem da espécie Bothrops atrox, indicando uma de suas estruturas descritas, a
fosseta loreal.
Fonte: www.biology.bangor.ac.uk/~bss166/Updates/Crotalinac1999.htm

y s G
Figura 2: Imagem da serpente Bothros atrox.

Fonte: www.geocities.com/hotherps/reptiles.html
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1. 2 Ofidismo

O Brasil possui uma riquissima fauna de serpentes, aproximadamente 265 espécies,
classificadas dentro de 73 géneros, reunidas em nove familias. Apenas duas dessas familias
sdo conhecidas como pegonhentas (Viperidae e Elapidae), ou seja, aquelas que produzem
toxinas em glandulas especializadas e tém aparelhos apropriados para inoculé-las,
ocasionando intoxicagdes sérias no homem e em outras espécies animais. A familia Elapidae
¢ composta por serpentes encontradas principalmente na Asia, Africa e Australia. Nas
Américas, a familia estd representada pelas chamadas cobras corais, pertencentes ao género
Micrurus. A familia Viperidae, com serpentes distribuidas por todo o mundo, tem bastante
relevancia, uma vez que sao responsaveis pela maioria € os mais graves acidentes ofidicos
registrados, ndo s6 no Brasil, mas também em outros paises das Américas (MELGAREJO,

2003).

Os envenenamentos ofidicos representam um sério problema de saude publica nos
paises tropicais pela freqiiéncia com que ocorrem e pela morbidade e mortalidade que
ocasionam. Existem no mundo aproximadamente 3000 espécies de serpentes, das quais de 10

a 14% sdo consideradas peconhentas (CARDOSO & BRANDO, 1982).

No Brasil, o género Bothrops possui algumas das espécies mais importantes do ponto de
vista médico. Sdo anualmente notificados ao Ministério da Satde mais de 20000 casos de
envenenamentos ofidicos, sendo esse género responsavel por 90% dos casos. Como cerca de
45% sao apenas da Regido Sudeste do pais, provavelmente ocorre importante falha na
notificacdo (BRASIL, 1998; FRANCA & MALAQUE, 2003). As espécies B. jararaca, B.
moojeni, B. erythromelas ¢ B. atrox sao responsaveis pela maior parte desses acidentes em
humanos e estdo distribuidas em diferentes regides do Brasil (BOECHAT et al., 2001).

No ceara existem poucos trabalhos sobre ofidismo. Guimaraes et al. (1989) fizeram
levantamento estatistico na Divisdo de Epidemiologia da Secretaria de Saude de Estado, no
periodo de 1986 a 1988. Nesse estudo, verificaram a ocorréncia de 1079 casos de acidentes

por serpentes peconhentas e ndo peconhentas, com 17 6bitos e letalidade de 1,6%.

Em um outro estudo, no Departamento de Epidemiologia da Secretaria de Saude do
Estado do Cear4, haviam sido notificados 688 casos de acidentes por serpentes peconhas, no
periodo de 1992 a 1995, havendo diferengas quanto ao sexo e a faixa etaria dos acidentados.
Foram mais acometidas as pessoas do sexo masculino (75,6%) e com faixa etdria de 10 a 19

anos (FEITOSA et al., 1997).
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Rocha (2008), em uma pesquisa recente realizada no estado do Ceard, mostrou que o
maior nimero de casos de acidentes ofidicos em humanos era devido as serpentes do género
bothrops, sendo responsaveis por 87,6%. No periodo de 2001 a 2007 foram notificados no
Ceard, 3877 casos de acidentes por serpentes peconhentas. Mais uma vez, foram mais
acometidas as pessoas do sexo masculino (74,2%), porém a faixa etdria mais atingida foi de
21 a 50 anos, considerando que este tipo de acidente estd relacionado a atividade agricola

(figura 3).
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Figura 3: Distribui¢do dos acidentes ofidicos de 2001 a 2007, no estado do Ceara, Brasil,

segundo o género da serpente.

Fonte: ROCHA, 2008.

1.3 Caracteristicas clinicas dos envenenamentos botropicos

As alteragdes clinicas decorrentes dos acidentes por serpentes do género Bothrops
ocorrem tanto no local da picada como a nivel sistémico. A picada trata-se de uma inoculagao
subcutanea ou intramuscular. A distancia interposta aos sinais da picada nem sempre se
correlaciona com as dimensdes da serpente e com a quantidade de veneno inoculada

(BRASIL 2001; FRANCA, 2003).
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O paciente picado por Bothrops sp, normalmente mostra sinais de perda tecidual tais
como abscessos, edema e necrose, promovidos pela presenca de enzimas proteoliticas (figura
4). A necrose local pode complicar-se com infec¢do por bactérias, sobretudo provenientes da

boca da serpente, e formacao de abscesso (JORGE, 1994).

A necrose geralmente se limita ao tecido subcutaneo, mas pode comprometer estruturas
mais profundas como, tenddes, musculos e ossos. O periodo de instalagdo ¢ variavel,
ocorrendo, na maioria dos casos, a partir do segundo dia apds o acidente. A intensidade e a
extensdo da necrose estdo fortemente relacionadas ao uso de torniquetes e outras intervengdes
bastante difundidas, porém extremamente prejudicial. A demora entre o acidente e o
tratamento soroterapico também podem agravar o caso (FERREIRA et al., 1992; MORENO
etal., 2005).

Figura 4: Caso de acidente botropico, ja no estagio de necrose.
Fonte: www.bombeirosemergencia.com.br/picadasdecobra.htm

Esses sinais podem, ainda, ser agravados pela presenga de fatores da coagulacdo no
veneno (SANCHEZ et al.,, 1992) que causam alteragdio da coagulacdo sanguinea ¢
sangramento. Além de hemorragia sistémica, o veneno pode promover choque hemodindmico
e coagulagdo intravascular disseminada (CIVD). Todos esses sinais sdo caracteristicas

comuns do envenenamento botropico (MILANI et al., 1997; WHITE, 2005).

Complicagdo comum que tem sido bastante reportado em acidentes ofidicos por
serpentes do género bothrops é a hipotensao. Esse efeito sistémico é capaz de produzir um
estado de perfusdo insuficiente para varios 6rgaos. Nessas condigdes, pode ocorrer desde uma
reducdo da pressdo intraglomerular renal, até uma faléncia cardiaca ou hipoxia (ABUELO,

1995).
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Sintomas neurologicos raramente sdao atribuidos a acidentes causados por serpentes
desse género. Sao poucos os casos clinicos no qual ¢ diagnosticada a presenga de alteracdes

nervosas (BOCHENER & STRUCHINER, 2003; MISE, 2007).

Considerando o curso clinico dos envenenamentos nas conclusdes de atendimentos
rotineiras no Brasil, a letalidade nos casos tratados ¢ baixa (0,3%) (BRASIL, 1998), mas um
numero maior de pacientes apresenta seqiielas como perda do membro ou de um segmento

deste (JORGE et al., 1999).

1.3.1 Complicacdes renais

A complicagdo mais comum dentre os casos letais de picadas ofidicas no Brasil ¢ a
insuficiéncia renal aguda (IRA). Essa ¢ uma das causas de morte por espécies botropicas
(FRANCA & MALAQUE, 2003). Dependendo da quantidade do veneno injetado o paciente
pode progredir para um quadro de faléncia renal ¢ 6bito (OTERO et al., 1997). Um outro fator
agravante ¢ a idade do individuo. Um estudo realizado no Instituto Butantan, em Sao Paulo,
mostrou que os adultos > 60 anos, em relacdo aos mais jovens, t€ém maior probabilidade de

desenvolverem insuficiéncia renal (RIBEIRO et al., 2008).

A patogénese da lesdo renal em acidentes botropicos ¢ complexa, havendo dois
provaveis mecanismos de acdo, que ¢ o efeito direto do veneno no rim e os efeitos
inflamatorios resultantes da liberacdo de vérias citocinas e mediadores. Fosfolipases A, um
dos componentes toxicos da peconha, promove a liberagdo de corticosteroides e respostas de
fase aguda ao estimulo. Histamina, cininas, eicosandides, fator de ativacdo plaquetario,
catecolaminas e endotelina estdo envolvidos como mediadores que iniciam o

desenvolvimento das complicagdes teciduais, incluindo IRA (SITPRIJA, 2006).

1.4 Composicado do veneno botropico e suas acdes sobre os tecidos

Os venenos de serpentes sdo, provavelmente, os mais complexos dentre todos aqueles
conhecidos. Contém 20 ou mais componentes diferentes, sendo que mais de 90% do peso
seco ¢ constituido por proteinas e por uma parte ndo protéica (VARANDA & GIANINNI,
1999). Essas misturas sdo reconhecidas como fontes tUteis de substancias bioativas,

apresentando uma vasta gama de atividades farmacoldgicas (ZHANG et al., 2003).
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Dentre os componentes protéicos, encontra-se uma grande variedade de enzimas como
fosfolipases A,, metaloproteases, serinoproteases, L-aminoacido oxidases, etc (figura 5).
Dentre os componentes organicos nao protéicos encontram-se aminoacidos livres, pequenos
peptideos, carboidratos, lipideos, principalmente fosfolipidios e aminas biogénicas

(VARANDA & GIANNINI, 1999).

’
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Figura 5: Componentes protéicos presentes nos venenos botropicos.
Fonte: RAMOS & SELISTRE-DE ARAUJO, 2005.

Os componentes ndo protéicos dos venenos podem ser organicos ou inorganicos. Os
constituintes inorganicos conhecidos sao: célcio, cobre, ferro, potassio, magnésio, mangangs,
sodio, fosforo, cobalto e zinco, como mostra a figura 6 (PONCE-SOTO et al., 2006). Porém,
nem sempre sdo encontrados em todos os venenos e suas quantidade também varia para cada
espécie. O papel bioldgico de cada um desses constituintes inorganicos ndo esta claro. Alguns

estudos sugerem que calcio, magnésio e manganés sdo importantes para a estabilizacdo de
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certas proteinas, enquanto que outros, como zinco, cobre, ferro € cobalto possivelmente atuam
nos mecanismos cataliticos de certos componentes enzimdticos como as metaloproteases

(BJARNASON & FOX, 1994; AIRD, 2002).

- Calcio

- Cobre

- Ferro

- Potassio
Componentes - Magnésio
1Na0-0rganicos - Manganés
- Sodio

- Cobalto

- Fosforo

- Zinco

Figura 6: Componentes ndo-protéicos presentes nos venenos botropicos.

Fonte: RAMOS & SELISTRE-DE ARAUJO, 2005.

A composicdo dos venenos pode exibir variagdes associadas com filogenia, sexo,
origem geografica, época, dieta, idade ¢ preferéncia por presas (CHIPPAUX et al., 1991;
MACKESSY et al., 2003).

Além dos componentes presentes nos venenos, outras substdncias também participam
dos envenenamentos por serpentes Bothrops. Esses acidentes envolvem tanto a agdo direta
dos componentes da peconha sobre os tecidos como a liberacdo de varios mediadores
endogenos da vitima, tornando complexa a patogénese dos efeitos sistémicos causados nesses
envenenamentos. Foi proposto que histamina, bradicinina, eicosanoides, PAF e mediadores
dos neuronios estdo envolvidos nos acidentes por essas serpentes (ROCHA E SILVA et al.,
1949; OHSAKA, 1979; ROTSCHILD & ROTSCHILD, 1979; HAVT et al., 2001). Trabalhos
tém proposto também o envolvimento de citocinas e 6xido nitrico nos acidentes ofidicos por
serpentes do género bothrops (GUTIERREZ & LOMONTE, 1997; PETRICEVICH et al.,
2000).

As peconhas das serpentes botropicas podem ser caracterizadas por trés atividades
fisiologicas complexas: acdo proteolitica, mais bem definida como acdo inflamatoéria aguda,

acdo coagulante e acdo hemorrdgica. Diferentes toxinas podem atuar sinergicamente para
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induzir um Unico efeito, assim como um unico tipo de toxina pode ter varias atividades

(FRANCA, 2003; NETTO, 2007).

1.4.1 Serinoproteases

As serinoproteases sdo encontradas em microorganismos, plantas ¢ diversos animais.
Sdo muito abundantes nos venenos de serpentes principalmente na familia Viperidae, onde
constituem aproximadamente 20% do total de proteinas contidas no veneno (SERRANO &

MAROUN, 2005).

Essas enzimas transformam o fibrinogénio de mamiferos em filamentos de fibrina,
ativam fatores da coagulacdo e a proteina plasmatica C, liberam cininas do cininogénio e
clivam componentes do complemento C3 (OTERO et al., 1997). Essas proteinas afetam
muitos passos da cascata de coagulagdo, ndo s6 de maneira inespecifica, através da
degradagdo proteolitica, mas também seletivamente, através da ativacdo ou inativagdo de
fatores da coagulacao envolvidos na agregagao plaquetaria, coagulagao e fibrinolise (BRAUD

etal., 2000).

Existem varias serinoproteases, como a calicreina—simile, que tem ac¢do hipotensora ao
liberar bradicinina, ¢ a enzima trombina-simile, que é responsavel pela formagdo do coagulo
de fibrina na etapa final da cascata de coagulagdo sanguinea, entre outras. Este efeito deve-se,
entre outros fatores, a agdo desta enzima sobre o fibrinogénio, transformando-o em fibrina.
Diferentemente, estas enzimas liberam preferencialmente o fibrinopeptideo A e B, enquanto a
trombina sérica libera ambos. Isso caracteriza a formacdo de um complexo de fibrina
facilmente degradada pela plasmina, gerando, assim, um quadro de incoagulabilidade
sanguinea por consumo de fibrinogénio. Por outro lado, a trombina-simile ndo ativa o fator
XIII da cascata de coagulagdo, responsdvel por promover ligagdes cruzadas entre os
monodmeros de fibrina. Sem a ativagdo deste fator, somente o codgulo “frouxo” ¢ formado,
sendo este rapidamente removido da corrente sanguinea, tanto pela agao de fibrinolise quanto

pela a¢do do sistema reticulo endotelial (MARKLAND, 1998; FONSECA 2006).

O veneno de B. atrox contém pelo menos duas formas de uma serinoprotease, a
trombina-simile (PETRETSKI et al., 2000). Em adi¢do, uma trombina-simile, isolada do
veneno de Bothrops insularis, causou severas alteragdes renais em sistema de perfusdo com

rim de rato isolado (BRAGA et al., 2007).
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1.4.2 Metaloproteases

Muitas metaloproteases dependentes de zinco t€m sido isoladas de venenos de serpentes,
sendo responsaveis pela indugdo de hemorragia, bolhas e mionecroses (FRANCESCHI et al.,
2001). As metaloproteases, também conhecidas como SVMPs (metaloproteases de venenos
de serpentes), agem principalmente como fatores hemorragicos, exercendo seus efeitos por
degradacao de proteinas tais como laminina, nidogénio, fibronectina, colageno tipo I e IV e
proteoglicanos de membrana basal endotelial (FOX & SERRANO, 2005; MOURA-DA-
SILVA et al., 2008).

SVMPs com fungao fibrinogenolitica, geram incoagulabilidade sanguinea, assim como
as serinoproteases anteriormente citadas. Proteinas da coagulagdo sanguinea, como o
fibrinogénio (GARCIA et al., 2004) ¢ o fator de von Willebrand (KAMIGUTI et al., 1996)
sdo também alvos de suas atividades proteoliticas e contribuem para seu efeito hemorragico.
Essas proteinas podem também inibir agregacdo plaquetdria (LAING & MOURA-DA-
SILVA, 2005).

Esses dois efeitos das SVMPs sobre componentes da coagulacdo sanguinea, associados
com a digestdo proteolitica da membrana basal, parecem ser seus principais mecanismos de
inducdo hemorragica. Um estudo recente demonstrou que essas proteinas, juntamente com
serinoprotease ¢ proteina lectina-simile tipo C de veneno de Bothrops asper, sdo responsaveis
por induzir hemorragia, desfibrinogenacdo, trombocitopenia e hipoagregacdo plaquetaria

(GUTIERREZ et al., 2009).

1.4.3 Lectinas

As lectinas sdo definidas como proteinas com afinidade especifica para moléculas de
carboidratos, reconhecidas pela sua capacidade de aglutinar células (ANGULO &

LOMONTE, 2008).

Lectinas tipo C que perderam a capacidade de se ligar a carboidratos, s6 foram
encontradas nos venenos de serpentes, até os dias atuais. Sao denominadas proteinas similes e
sdo metaloproteases com sua cadeia leve homoéloga as lectinas especificas para galactose.
Possuem ag¢ao anticoagulante, inibitéria da agregacdo plaquetaria e da trombina (JEBALI et

al., 2009).
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Recentemente, Havt et al. (2005), reportaram que uma lectina isolada de bothrops
pirajai promove alteragdes renais em sistema de perfusdo de rim de rato isolado. Um outro
estudo, no qual também foi isolada uma lectina do veneno de serpente bothrops insulares, foi
encontrada a presenca de alteragdes renais no mesmo sistema de rim isolado perfundido

(BRAGA et al., 2006).

1.4.4 Fosfolipases

As fosfolipases A, (PLA;) constituem uma superfamilia de enzimas definidas por
catalisar a hidrdlise de ésteres em substratos fosfolipidicos de membranas celulares liberando
precursores de mediadores quimicos relacionados ao processo inflamatorio. Em mamiferos
foram descritas 19 familias com atividade fosfolipdsica encontrada sob duas formas:

extracelular ou secretoria e intracelular ou citosolica (BONFIN et al., 2008).

Os produtos das reagdes de hidrolises da PLA, sdo acidos graxos livres e
lisofosfolipidios. Os acidos graxos liberados por essas enzimas, como acido araquidénico e
acido oléico, podem ser importantes fornecedores de energia. O acido araquidonico também
pode funcionar como segundo mensageiro, bem como precursor de eicosanodides
(prostaglandinas, tromboxano, leucotrienos e lipoxinas), os quais sdo potentes mediadores da
inflamacao. Lisofosfolipidios, por sua vez, ¢ importante na sinalizacao celular, remodelagem

fosfolipidica e perturbacdo membranar (SIX & DENNIS, 2000).

As PLA, estdo presentes em mamiferos e sdo também componentes de venenos de
serpentes, abelhas, lagartos e escorpides ¢ podem ser divididos em varios tipos (KINI, 2003).
Nas pegonhas de serpentes, essas enzimas parecem possuir uma vasta gama de atividades,
incluindo neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade, citotoxicidade, agregacdo ou
inibicdo plaquetaria, coagulagdo e efeitos hipotensivos (SAI-NGAM, 2008). Ha evidéncias
crescentes de que as PLA;s sdo um dos componentes mais toxicos presentes nos venenos de

serpentes (OWNBY et al., 1999).

Duas miotoxinas com atividade de PLA, foram isoladas do veneno de bothrops atrox
(KANASHIRO et al., 2002). Em um outro estudo, uma PLA,; isolada de veneno botropico,
causou alteragdes renais, o que pode refletir sua atividade enzimatica sobre os fosfolipidios de
membrana de células renais e producdo de derivados do acido araquidonico (BRAGA et al.,

2008).
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1.4.5 L-aminoécido oxidase

A enzima L-aminoacido (LAAO) oxidase ¢ uma flavoenzima que cataliza a deaminacao
de substratos L-aminodcidos em um o-cetodcido com produg¢do de amodnia e peroxido de
hidrogénio. LAAO encontrada em venenos de serpentes parece contribuir para a toxicidade do
veneno, possivelmente através da geracao de peroxido de hidrogénio formado como resultado
da reoxidagio da redugéo transitéria do cofator flavina por oxigénio molecular. E encontrada
em muitos venenos de serpentes, todavia, o papel exato dessa enzima ndo ¢ bem
compreendido. Ela representa aproximadamente 30% dos venenos totais de algumas espécies

de serpentes e geralmente apresenta uma cor amarela (TAKATSUKA et al., 2001).

As LAAOs provenientes de bactérias , fungos e espécies de plantas, estdo envolvidas na
utilizacdo de fontes de nitrogénio, porém, suas funcdes nos venenos de serpentes ¢ ainda
pouco compreendida, embora desempenhem papel na inducdo de apoptose, alteragdo

plaquetaria, sendo consideradas toxinas (DU & CLEMETSON, 2002).

Essas enzimas demonstraram induzir apoptose (ANDE et al., 2006; ZHANG AND WU,
2008; ALVES et al., 2008) ¢ isso ¢ parcialmente devido a geragdo de peroxido de hidrogénio.
O peroxido de hidrogénio, por sua vez, pertence a espécies reativas de oxigénio (ERO) e a

perturbagdo mitocondrial tem sido associada com o aumento da producdo de ERO (ZHANG

& WU, 2008).

Uma LAAO isolada de veneno bruto de Bothrops insulares foi responsavel por
promover alteragdes renais em sistema de perfusdo de rim isolado. Observou-se a presenga de

necrose no rim, como resultado de lesdo celular induzida por essa enzima (BRAGA et al.,

2008).

1.4.6 Peptideos potencializadores da bradicinina

Rocha ¢ Silva et al. foram os primeiros a descobrir ¢ descrever o neuropeptideo
bradicinina como regulador crucial da pressdo sanguinea (ROCHA E SILVA et al., 1949).
Posteriormente, 0 mesmo grupo mostrou que o veneno de serpente Bothrops jararaca
continha grandes quantidades de peptideos potencializadores da bradicinina (PPBs), que
foram caracterizados como inibidores naturais da enzima conversora da angiotensina (DA

SILVA et al., 1979; FERREIRA et al., 1970).
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Os PPBs foram extensamente estudados devidos suas agdes potencializadoras da fungao
da bradicinina sobre o musculo liso, sobre o qual causavam hipotensao (UFKES et al., 1977,

FERREIRA et al., 1970).

Esses peptideos ndo sdo componentes exclusivos do veneno de Bothrops jararaca.
Outros pesquisadores isolaram esses mesmos peptideos de outras espécies do género

botropico (HAYASHI et al., 2003; HAYASHI & CAMARGO, 2005).

Caracteristicas estruturais dos PPBS e seu potente efeito anti-hipertensivo pela inibigao
da atividade da enzima conversora da angiotensina (ECA), foram a base para o
desenvolvimento do captopril, o primeiro inibidor sintético, direcionado contra o sitio ativo da

ECA (CUSHMAN et al., 1982; CUSHMAN et al., 1987).

Estudos farmacologicos com os PPBs identificados, mostraram que mesmo aquelas
sequéncias de peptideos, que mostraram-se fracos inibidores das ECA somaticas, também
possuiam uma forte atividade farmacologica, atuando como potencializadores do efeito
hipotensor induzido pela bradicinina (HAYASHI et al., 2005; HAYASHI et al., 2003;
IANZER et al., 2007). De fato, mais recentemente evidéncias obtidas por experimentos in
VIVO e in Vvitro, sugeriram que os efeitos farmacologicos dos PPBs ndo eram exclusivamente

baseados nas suas a¢des sobre a ECA (HAYASHI et al., 2005; ITANZER et al., 2007).

As acdes bioldgicas e os efeitos farmacoldgicos da bradicinina sdo mediados por dois
tipos diferentes de receptores, denominados B; ¢ B, (REGOLI et al.,, 1994). Entre as
principais agdes fisioldgicas da bradicinina esta sua participagdo nos mecanismos de controle
do tonus vascular. A sua acdo vasodilatadora arterial deve-se principalmente a ativacdo de
receptores B, na superficie de células endoteliais, seguida pela liberacao de oxido nitrico
(NO) e prostaciclina. A bradicinina promove mudanga bifasica do pH intracelular, que pode

também modular a libera¢do de NO pela célula (HECKER et al., 1994).

1.5 O papel do 6xido nitrico nos envenenamentos botropicos

O ¢xido nitrico (NO) possui muitas a¢des bioldgicas importantes em varios tecidos
(KONE, 1997). Dentre elas, se destaca sua importante acdo como mediador endégeno no
controle do tonus vascular devido a sua potente atividade vasodilatadora (MONCADA et al.,

1991).
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Em 1980, foi primeiramente conhecido como Fator Relaxante Derivado do Endotélio
(EDRF, endothelium-derived relaxing factor) quando descoberto por Furchgott & Zawadzki.
Subsequentemente foi identificado como o6xido nitrico pelos grupos de Moncada e Ignarro
(DUSSE et al., 2003). Apo6s este mediador ter sido reconhecido, houve uma enorme expansao

da compreensdo a cerca do papel desempenhado pelo endotélio.

Para além do seu papel fisiologico, o NO tem sido implicado na génese de uma
variedade de condicdes patoldgicas como inflamagdo, ateroscleroses e lesdes hipertensivas
vasculares na qual ocorre infiltragdo de células inflamatorias (OLSEN, 1972; BUSSE &
MULSCH, 1990; LIBBY & HANSSON, 1991).

A biossintese de NO ¢ controlada pelas enzimas 6xido nitrico sintases (NOS), presentes
em diversos tecidos. Existem trés isoformas conhecidas de NOS: uma forma induzivel- iNOS,
importante em respostas a estimulos patologicos; e duas forma constitutivas- eNOS e nNOS
que estdo presentes em condigdes fisiologicas no endotélio € nos neurénios (RANG et al.,
2004; NATHAN, 1994; SNYDER & BREDT, 1992; HARE & COLUCCI, 1995; WANG et
al., 1999).

Nos rins foram isoladas as trés isoformas das NOS. Na macula densa constatou-se forte
presenga da nNOS e nas arterioloas glomerulares foram encontradas as isoformas iNOS e
eNOS nos ramos aferentes ¢ eferentes, com maior concentracdo nas arteriolas eferentes

(BACHMANN et al., 1995).

O NO participa na regulagdo da hemodinamica glomerular e medula renal, através de
respostas de retroalimentacdo tubuloglomerular, de liberacdo de renina, e pelo controle no

volume de fluidos extracelulares (RAIJ & BAYLIS, 1995; KONE & BAYLIS, 1997).

Muitos andlogos de L-arginina que inibem a sintese de NO, sdo responsaveis por
causarem lesdo tecidual (PALMER et al., 1987; PALMER et al., 1988). Injurias histologicas
e bioquimicas severas nos rins foram reportadas, induzidas pela administracdo oral cronica de

inibidores de NOS (KASHIWAGI et al., 2000).

Elevados niveis sorologicos de NO tem sido descrito em envenenamentos por Bothrops
atrox (BARROS et al.,, 1998). Adicionalmente, experimento com camundongos que
receberam venenos de serpentes de Bothrops asper e Bothrops jararaca, reportou
incrementos de NO nos soros desses animais, sugerindo que esse mediador, juntamente com
acdo direta do veneno nos tecidos, teria um papel relevante na patogénese das alteragdes

sistémicas caracteristica de envenenamentos por serpentes do género Bothrops. Todavia, o
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papel do 6xido nitrico nessa patologia tem sido objeto de poucos estudos (PETRICEVICH et
al., 2000).

Outro estudo, também relacionado com envenenamento botropico, mostra que o NO
parece desempenhar um papel critico nas alteracdes locais agudas patologicas, tais como
hemorragia e mionecrose, induzidas por veneno de Bothrops asper. Em contrapartida, nao
contribui para o edema local e as fases tardias da infiltragao inflamatoria. Inibicao da sintese
de NO, nao afeta a coagulopatia induzida pelo veneno, todavia, inibicdo da NOS aumenta os
efeito letal do veneno de Bothrops asper, quando testado por via intraperitoneal, sugerindo
que NO tem um papel protetor em modelo de envenenamento, provavelmente associado com

sua participagdo na hemostasia vascular (CHAVES et al., 2006).
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2 JUSTIFICATIVA

Os acidentes ofidicos representam um sério problema de saude publica no Brasil, ndao sé
pela freqliéncia com que ocorrem, mas também pela morbidade e mortalidade que ocasionam
(CARDOSO & BRANDO, 1982). O género Bothrops possui algumas das espécies mais
importantes do ponto de vista médico, tanto pela porcentagem predominante dos acidentes
ofidicos registrados, quanto pelo seu potencial farmacologico. A serpente Bothrops atrox é
uma dentre as espécies deste género que ¢ responsavel pela maior parte dos acidentes em
humanos (BOECHAT et al., 2001).

A complicacdo sistémica mais séria apoés um acidente botrdpico ¢ a insuficiéncia renal
aguda (IRA). Além de bastante grave, esse quadro € muito comum nos casos em que o
paciente evolui ao obito (BOER-LIMA et al., 2002). A utilizagdo de modelos experimentais
para investigar a patogéneses das lesdes renais causados por venenos botropicos, tem
mostrado severas alteragdes renais. Porém, a patogénese dessas complicagdes apods
envenenamentos por espécies do género Bothrops ainda ndo ¢ bem definido (SITPRIJA,

2006).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do veneno total de
Bothrops atrox no sistema de perfusdo de rim de rato isolado ¢ investigar a participagdo do
oxido nitrico no envenenamento botropico, na perspectiva de elucidagdo dos mecanismos
envolvidos na nefrotoxicidade que ¢ de muita relevancia para a busca de substincias com

valor terapéutico.
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3 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos renais causados pelo veneno de serpente Bothrops atrox na

perspectiva de elucidagdo dos mecanismos envolvidos na fisopatologia renal.

2.2 Objetivos especificos

» Estudar os efeitos renais induzidos pelo veneno de Bothrops atrox em rim de rato

isolado;
= Avaliar as alteragdes histologicas renais produzidas pelo veneno de Bothrops atrox;

» Avaliar a participagdo do 6xido nitrico no envenenamento promovido por Bothrops

atrox.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais de experimentacao

Ratos Wistar adultos machos pesando entre 250 e 300g, obtidos do Biotério Central do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara. Os animais

foram mantidos em jejum de 8 a 12 horas antes dos experimentos com agua “ad libitum”.
4.2 Veneno e drogas utilizadas

O veneno de Bothrops atrox (VBA) foi gentilmente cedido pela Professora Dra. Diva
Maria Borges Nojosa, Coordenadora do Nucleo Regional de Ofiologia (NUROF) do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. As drogas e sais utilizados para

realizagdo da dissertagcdo foram obtidos da empresa Sigma (EUA).

4.3 Perfusao de rim isolado

4.3.1 Sistema utilizado

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da func¢do renal levou
inimeros pesquisadores a desenvolverem a técnica de perfusdo de rim isolado. O nosso
sistema consiste na perfusdo de rim isolado com recirculagdo (FONTELES et al., 1983) com
dois subsistemas, um in Situ e outro em circuito fechado, para perfusdo in vitro, mantidos
ambos a mesma temperatura de 37 °C. Este sistema apresenta a vantagem da manutenc¢ao
constante de parametros funcionais renais com utilizagdo de albumina na solucdo perfusora,
em menor volume, mantendo constantes as substancias dialisaveis com oxigenagdo adaptada

ao proprio sistema, como demonstrado na figura 7.
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Figura 7: Desenho esquematico do sistema de perfusdo de rim isolado.

4.3.2 Calibragéo do sistema

36

O sistema foi calibrado sempre antes do inicio dos experimentos. Foi avaliado em cada

uma das bombas a pressdo de perfusdo (PP) em mmHg, o fluxo urinario (FU) em L/h e o

volume de urina coletado em um minuto (mL/min). Os resultados estdo demonstrados nas

figuras 8, 9 e 10, abaixo.
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Figura 8: Valores de pressdo de perfusao (PP) registrados durante a calibra¢do do sistema
nas cinco velocidades da bomba de perfusao (n =6).
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Figura 9: Valores registrados pelo Fluxometro (L/h) durante a calibragdo do sistema nas
cinco velocidades da bomba de perfusdo (n=6).
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Figura 10: Valores de volume urinario (mL/min) registrados durante a calibragdo do sistema
nas cinco velocidades da bomba de perfusdo (n = 6).

4.3.3 Solucéo perfusora

A solugdo perfusora utilizada foi Krebs-Henseleit, contendo albumina a 6g% dialisada
por 48 horas antes do experimento para retirar varias substancias contaminantes como citrato,

piruvato, lactato (HANSON & BALLARD, 1968).

4.3.4 Técnica cirargica

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico na dose de 50 mg/Kg de peso
corporal. Inicialmente a veia femoral foi isolada e o manitol (100 mg) administrado (figura

11), a fim de facilitar a canulagao posterior do ureter.

Ap0s assepsia da parede abdominal, procedeu-se uma incisdo mediana e duas incisdes
perpendiculares a linha alba, para uma melhor observacdo das estruturas anatomicas.
Rebateram-se as visceras abdominais para o lado esquerdo, a fim de facilitar a visualizagao do

rim direito e estruturas circunvizinhas.
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Figura 11: Visualizagdo da artéria femural para inje¢ao de manitol.

Com uma lupa (7X) o ureter foi identificado, dissecado e canulado com tubo de
polietileno PE-30 (figura 12), bem como a artéria mesentérica superior e artéria renal (figura
13). O rim direito foi descapsulado e a glandula supra-renal isolada. Outra canula metélica foi

introduzida na artéria mesentérica superior até a artéria renal, onde foi fixada.

Figura 12: Visualizagdo da identificagdo (A) e canulagdo do ureter (B).



40

Figura 13: Visualizacdo da artéria renal pela artéria mesentérica.

No inicio do procedimento cirurgico uma parte da solucdo ja oxigenada (40 mL) foi
desviada para o sistema de perfusdo in situ, para perfundir o rim ainda in vivo evitando
qualquer isquemia ao 6rgdo. Finalmente o rim foi transportado para o sistema de perfusdo in

vitro, sem interrupgdo do fluxo (figura 14).



41

Figura 14: Visualizac¢do do rim isolado do rato no sistema de perfusio renal.

4.3.5 Protocolo experimental

Os experimentos foram iniciados apds a estabilizagdo e adaptagdo do 6rgdo as novas
condigdes. Os 30 minutos iniciais foram utilizados como controle interno para os
experimentos com a concentragdo de Ipg/mL (0,1 mg em 100mL) da pegonha da serpente
Bothrops atrox. A cada cinco minutos foram registrados a pressao de perfusdo ¢ o fluxo de
perfusdo em manometro e fluxometro, respectivamente, em um periodo total de 120 min. As
amostras de urina e perfusato foram coletadas a cada dez minutos e depois congeladas a —20
°C para posterior dosagem de sodio, potassio, cloreto, inulina e osmolaridade, importantes na

determinagdo dos parametros de fung¢do renal.

4.3.6 Andlises bioguimicas

Nas amostras de urina e perfusato foram realizadas dosagens de sodio, potassio e cloreto
pelo método do fon eletrodo seletivo (RapidChem &44 - Bayer® diagnostica). Essas
determinagdes foram realizadas no Laboratorio de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da

Faculdade de Farméacia, Odontologia e Enfermagem da Universidade Federal de Ceara.
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A inulina do perfusato e urina foram determinadas por hidrdlise direta, conforme Walser
et al. (1955) e¢ Fonteles et al. (1983), com modificagdes que reduziram as quantidades de
amostras e reagentes utilizados. Esse parametro foi determinado no Laboratério de
Farmacologia de Venenos e Toxinas (LAFAVET) do Departamento de Fisiologia e

Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

As osmolaridades das amostras de urina e perfusato foram medidas utilizando um
osmdmetro (Osmémetro de Pressdo a Vapor - modelo WESCOR® 5520). Esse parametro foi

determinado, também, no LAFAVET.

4.3.7 Caélculos de parametros funcionais renais

As seguintes formulas foram utilizadas para determinacdo de pardmetros funcionais

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

Quadro 1: Calculos para determinagdo de parametros funcionais renais.

1. FU (mL.g™. min™) = Fluxo urinario

FU = (Peso do volume urinério / Peso do rim esquerdo) x 10 (admitiu-se que a urina possui a
mesma densidade da dgua)

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

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

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

5. RVR (mmHg/mL.g-t.min™) = Resisténcia vascular renal

RVR = PP (mmHg) / FPR

6. FNa'= (uEg.g™. min™) = Sédio filtrado

FNa'= RFG x PNa' (PNa" )= Concentragdo de sodio no perfusato)

7. ENa' = (uEq.g™. min™) = Sédio excretado

ENa' =FU x UNa" (UNa")= Concentragio de soédio na urina)

8. TNa'= (uEqg.g™. min™) = Sédio transportado

TNa"=FNa' - ENa"
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9. %TNa" = Percentual de sodio transportado

%TNa" =TNa' x 100/ FNa"

10.Cosm (ML.g™".min™) = Clearance osmético

[Uosm / Posm] X FU (onde Upsy = Osmolaridade urinaria ¢ Posm = Osmolaridade do
perfusato)

11. FK* (uEq.g™. min™) = Potéssio filtrado

FK" =RFG x PK" (PK" = concentracio de potissio no perfusato)

12. EK* (uEq.g™. min™) = Potéssio excretado

EK'"=FU x UK" (UK" = Concentracio de potassio na urina)

13. TK* (uEqg.g™". min™) = Potéssio transportado

TK" =FK" x EK®

14. %TK" (uEg.g™*. min™) = Percentual de potassio transportado

%TK " =TK x 100/ FK"

15. TCI" (uEq.g™. min™) = Cloreto transportado

TCl~ =FCl x ECl

16. % TCI (uEqg.g”. min™) = Percentual de cloreto transportado

% TCl =TCl x100/F TCI

4.3.8 Estudo histoldgico

Ao final de cada experimento foi retirado um fragmento longitudinal do rim perfundido
(direito) e ndo perfundido (esquerdo) e colocados em formol a 10% para posterior analise

histologica.

Os fragmentos obtidos foram submetidos a desidratacdo e diafanizagdo, e em seguida
cortados, em uma espessura de 5 um. Foram realizadas coloracdes de hematoxilina-eosina
(HE) e as laminas analisadas através de um microscopio 6ptico (NIKON®). Também foi
realizado o estudo histoldgico nos rins perfundidos somente com solugdo de Krebs-Henseleit

modificada (controle perfundido).
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4.4 Dosagem de nitrito — Determinacéo da producdo de 6xido nitrico

Ratos Wistar, machos, foram anestesiados com halotano para posterior infusao
intrapeniana do veneno da serpente Bothrops atrox, com suas respectivas doses (0,056 mg/kg,
0,168 mg/kg e 0,28 mg/kg), nos grupos experimentais (4 animais por grupo). Em seguida foi
feita a coleta de sangue do plexo orbital, em diferentes intervalos de tempo (5 ¢ 15 minutos
ap6s a administragdo do veneno) antes da morte do animal. O sangue foi centrifugado e o

sobrenadante conservado a uma temperatura de -70°C para posterior dosagem de nitrito.

O bloqueio farmacologico com L-NAME (10mg/Kg) por via intraperitoneal (i.p) foi
realizado aos 60 minutos antes da administracdo do veneno bruto de Bothrops atrox (nas

respectivas doses) em outros grupos experimentais (4 animais por grupo).

A dosagem de nitrito foi obtida como indicador da producdo de 6xido nitrico, através
da determinacdo do conteudo total de nitrito/nitrato (NO,/NOj3") no plexo orbital através da
concentragdo total nas amostras, determinada espectrofotometricamente pela reagdo de Griess
(CHEN et al., 2000). O nivel total de NO,/NO;3" foi determinado com NO;3  das amostras
(0,04mL), convertido em NO; pela incubagdo em uma solucao de 0,04mL de nitrato redutase,
NADPH, KH;PO4 e é4gua destilada “overnight”. Apo6s plaqueamento de 80 pL de cada
amostra, em duplicata (placas de 96 pocos), uma série de diluicdes da curva padrao de
referéncia de NO;, (640 umol, 320 umol, 160 pmol, 80 wmol, 40 wmol, 20 wmol, 10 umol, 5
umol, 2,5 umol, 1,25 pumol e 0,625 umol) foi preparada. A seguir, foram adicionadas 80 pL
da solugdo de Griees (2% de sufanilamida, acido fosforico 5%, NEED e agua destilada) em

cada poco.

A coloragdo purpura/magenta apareceu imediatamente e foi medida em leitor de placas
com filtro de 540 nm. Os valores obtidos para as amostras experimentais foram comparados

com os obtidos para curva padrio.

4.5 Analises estatisticas

Os resultados foram mostrados como média + erro padrdo de cinco experimentos em

cada grupo. Diferengas estatisticas entre os grupos foram comparadas utilizando teste t de
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Studente e Analise de Variancia (ANOVA) com pos-teste de Newman-Keuls. O critério de

significancia utilizado foi de p<0,05.

4.6 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Cear4, sob o nimero

55/09.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfusao rim isolado

A administra¢do de veneno bruto de Bothrops atrox, na dose de 1ug/mL no sistema de
perfusdo renal em ratos, demonstrou um decréscimo dos parametros vasculares a partir dos 60
minutos, atingindo um decréscimo mais significativo aos 90 min. A pressao de perfusao (PP)
decaiu para 73.01 = 5.5 mmHg em comparacdo o controle, 103.6 + 2.5 mmHg (figura 15 e
tabela 1). A resisténcia vascular renal (RVR) teve um decréscimo de 21% (figura 16 e tabela

2) em comparacgao ao controle (Csp=5.101 £ 0.37; VBAg=4.052 + 0.35 mmHg).
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Figura 15: Decréscimo da pressao de perfusdo (PP) em rim isolado de ratos. Efeito do
veneno bruto de Bothrops atrox (VBA) na dose de 1ug/mL. Os resultados dos experimentos
do grupo Controle (n=6) ¢ VBA (n=5) foram expressos em média = E.P.M, compilados e
distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min), comparando com o respectivo grupo
controle em cada tempo de dosagem. A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA

(teste de Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05.
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Tabela 1: Valores de pressdo de perfusdo renal (PP) dos experimentos realizados com o

veneno da serpente Bothrops atrox (VBA) na concentragao de 1ug/mL (n=5).

Grupos estudados
Tempo Grupo controle VBA 1pg/mL
(min) Média EPM Média EPM
30 110,61 3,08 103,6 2.5
60 108,27 3,98 83,5 5,5
90 108,69 4,59 73,00 5,5
120 110,29 3,75 104,0 6,0

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=6) e VBA (n=5) foram expressos em

média e erro padrio da média (EPM), unidade em mmHg, compilados e distribuidos em

quatro periodos (30, 60, 90 e 120min).
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Figura 16: Decréscimo da resisténcia vascular renal (RVR) em rim isolado de ratos.
Efeito do veneno bruto de Bothrops atrox (VBA) na dose de lug/mL. Os resultados dos
experimentos do grupo Controle (n=6) e VBA (n=5) foram expressos em média + E.P.M,
compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min), comparando com o
respectivo grupo controle em cada tempo de dosagem. A anélise estatistica foi realizada pelo

teste ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05.
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Tabela 2: Valores de resisténcia vascular renal (RVR) dos experimentos realizados com o

veneno da serpente Bothrops atrox (VBA) na concentragao de 1ug/mL (n=5).

Grupos estudados
Tempo Grupo controle VBA 1pg/mL
(min) Média EPM Média EPM
30 4,99 0,39 5,10 0,37
60 5,10 0,44 4,05 0,35
90 5,04 0,50 3,44 0,19
120 5,00 0,41 4,98 0,31

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=6) e VBA (n=5) foram expressos em
média e erro padrio da média (EPM), unidade em mL.g"'. min™, compilados e distribuidos em

quatro periodos (30, 60, 90 e 120min).

Os parametros funcionais também sofreram alteragdo. A partir dos 60 minutos de
perfusdo, o fluxo urinario (FU) foi reduzido, porém ocorreu reversdo desse efeito e aos 120
minutos ocorreu um acréscimo significativo atingindo valores de 0.5937 + 0.12 mL/g/min,
equivalente a 71% do controle (Czo= 0.1785 + 0.009 mL/g/min). Esses resultados sdo
mostrados na figura 17 e tabela 3. O ritmo de filtragdo glomerular (RFG) teve um acréscimo
de 60% quando comparado com o controle (C;p= 0.8163 + 0.10; VBA 2= 2.059 £+ 0.4631
mL.g".min") (figura 18 ¢ tabela 4).
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Figura 17: Acréscimo do fluxo urinario (FU) em rim isolado de rato. Efeito do veneno
bruto de Bothrops atrox (VBA) na dose de 1pg/mL. Os resultados dos experimentos do grupo

Controle (n=6) ¢ VBA (n=5) foram expressos em média + E.P.M, compilados e distribuidos
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em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min), comparando com o respectivo grupo controle em
cada tempo de dosagem. A andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA (teste de

Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05.

Tabela 3: Valores do fluxo urinario (FU) dos experimentos realizados com o veneno da

serpente Bothrops atrox (VBA) na concentrag¢do de 1ug/mL (n=5).

Grupos estudados
Tempo Grupo controle VBA lpg/mL
(min) Média EPM Média EPM
30 0,139 0,009 0,179 0,009
60 0,158 0,015 0,112° 0,019
90 0,164 0,024 0,203 0,054
120 0,160 0,020 0,594 0,118

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=6) ¢ VBA (n=5) foram expressos em
média e erro padrdo da média (EPM), unidade em mL.g"'. min™, compilados e distribuidos em

quatro periodos (30, 60, 90 e 120min).
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Figura 18: Acréscimo no ritmo de filtragdo glomerular (RFG) em rim isolado de rato.
Efeito do veneno bruto de Bothrops atrox (VBA) na dose de lpg/mL. Os resultados dos
experimentos do grupo Controle (n=6) e VBA (n=5) foram expressos em média + E.P.M,
compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 ¢ 120min), comparando com o
respectivo grupo controle em cada tempo de dosagem. A andlise estatistica foi realizada pelo

teste ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05.
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Tabela 4: Valores do ritmo de filtragdo glomerular (RFG) dos experimentos realizados com o

veneno da serpente Bothrops atrox (VBA) na concentragao de 1ug/mL (n=5).

Grupos estudados
Tempo Grupo controle VBA 1pg/mL
(min) Média EPM Média EPM
30 0,768 0,080 0,816 0,099
60 0,739 0,049 0,547 0,134
90 0,695 0,068 0,770 0,158
120 0,731 0,067 2,059 0,463

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=6) e VBA (n=5) foram expressos em
média e erro padrio da média (EPM), unidade em mL.g"'. min™, compilados e distribuidos em

quatro periodos (30, 60, 90 e 120min).

Alguns dos transportes de eletrdlitos tiveram seus parametros alterados. O percentual de
transporte de sodio (%TNa") apresentou uma redugdo aos 120 minutos de perfusido (Cso=
81.76 £ 1.46; VBA 2= 69.63 + 2.24) (figura 19 e tabela 5). Houve também alteracao no
percentual de transporte de cloreto (%TCIl) aos 120 minutos quando comparado com o
controle (Csp= 76.80 + 3.34; VBA 5= 68.55 + 1.51). Esses resultados podem ser visualizados
na figura 20 e tabela 6. Com relagdo ao transporte percentual de potassio (%TK"), ndo foi

observada nenhuma alteragao (fiigura 21 e tabela 7).
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Figura 19: Decréscimo do percentual do transporte de sodio (%TNa") em rim isolado de
rato. Efeito do veneno bruto de Bothrops atrox (VBA) na dose de 1ug/mL. Os resultados dos
experimentos do grupo Controle (n=6) e VBA (n=5) foram expressos em média + E.P.M,
compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 ¢ 120min), comparando com o
respectivo grupo controle em cada tempo de dosagem. A anélise estatistica foi realizada pelo

teste ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05.

Tabela 5: Valores do percentual de transporte de sodio (%TNa") dos experimentos realizados

com o veneno da serpente Bothrops atrox (VBA) na concentragao de 1ug/mL (n=5).

Grupos estudados
Tempo Grupo controle VBA lpg/mL
(min) Média EPM Média EPM
30 80,66 1,09 81,76 1,46
60 80,52 1,15 78,78 2,56
90 80,52 1,06 75,82 3,31
120 81,15 0,53 69,63 2,24

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=6) ¢ VBA (n=5) foram expressos em
média e erro padrdo da média (EPM), unidade em %, compilados e distribuidos em quatro

periodos (30, 60, 90 e 120min).
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Figura 20: Decréscimo do percentual do transporte de cloreto (% TCI) em rim isolado
de rato. Efeito do veneno bruto de Bothrops atrox (VBA) na dose de 1pg/mL. Os resultados
dos experimentos do grupo Controle (n=6) e VBA (n=5) foram expressos em média + E.P.M,
compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 ¢ 120min), comparando com o
respectivo grupo controle em cada tempo de dosagem. A anélise estatistica foi realizada pelo

teste ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05.

Tabela 6: Valores do percentual de transporte de cloreto (%TCI) dos experimentos
realizados com o veneno da serpente Bothrops atrox (VBA) na concentragdo de 1ug/mL
(n=5).

Grupos estudados
Tempo Grupo controle VBA lpg/mL
(min) Média EPM Média EPM
30 78,81 1,25 76,80 3,34
60 80,18 2,90 73,67 2,75
90 81,25 1,20 73,98 4,07
120 80,49 2,47 68,55 1,51

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=6) ¢ VBA (n=5) foram expressos em
média e erro padrdo da média (EPM), unidade em %, compilados e distribuidos em quatro

periodos (30, 60, 90 e 120min).
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Figura 21: Percentual do transporte de potéssio (%TK") inalterado em rim isolado de
rato. Efeito do veneno bruto de Bothrops atrox (VBA) na dose de 1ug/mL. Os resultados dos
experimentos do grupo Controle (n=6) e VBA (n=5) foram expressos em média + E.P.M,
compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 ¢ 120min), comparando com o
respectivo grupo controle em cada tempo de dosagem. A anélise estatistica foi realizada pelo

teste ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05.

Tabela 7: Valores do percentual de transporte de potassio (%TK") dos experimentos
realizados com o veneno da serpente Bothrops atrox (VBA) na concentragdo de 1ug/mL
(n=5).

Grupos estudados
Tempo Grupo controle VBA 1pg/mL
(min) Média EPM Média EPM
30 72,14 2,90 65,53 3,45
60 73,66 2,39 64,19 3,94
90 73,15 3,26 71,37 2,87
120 74,46 3,40 61,49 3,95

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=6) e VBA (n=5) foram expressos em
média e erro padrdo da média (EPM), unidade em %, compilados e distribuidos em quatro

periodos (30, 60, 90 e 120min).

Para verificar a capacidade de depuragdo do rim isolado em nivel de moléculas
osmoticamente ativas, realizou-se o calculo do clearance osmotico (Cosm). O VBA promoveu
alteracdo significativa nesse parametro aos 120 minutos, quando comparado com o controle
(C30= 0.1340 £ 0.008; VBA 2= 0.5673 + 0.112 mL.g'l.min'l), como pode ser observado na
figura 22 e tabela 8.
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Figura 22: Acréscimo do clearance osmotico (Cosm) em rim isolado de rato. Efeito do
veneno bruto de Bothrops atrox (VBA) na dose de 1pug/mL. Os resultados dos experimentos
do grupo Controle (n=6) ¢ VBA (n=5) foram expressos em média = E.P.M, compilados e
distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120min), comparando com o respectivo grupo
controle em cada tempo de dosagem. A andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA

(teste de Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05.

Tabela 8: Valores do clearance osmético (Cosym) dos experimentos realizados com o veneno

da serpente Bothrops atrox (VBA) na concentragdo de 1pg/mL (n=5).

Grupos estudados
Tempo Grupo controle VBA Ipg/mL
(min) Média EPM Média EPM
30 0,120 0,017 0,13 0,008
60 0,121 0,015 0,11 0,023
90 0,142 0,013 0,15 0,044
120 0,125 0,016 0,57 0,112

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=6) ¢ VBA (n=5) foram expressos em
média e erro padrio da média (EPM), unidade em mL.g"'. min™', compilados e distribuidos em

quatro periodos (30, 60, 90 e 120min).



55

5.2 Andlise histoldgica dos grupos da perfuséo

Ap0s a andlise histologica dos rins perfundidos com veneno bruto de Bothrops atrox, foi

observado a presenca de alteragdes morfologicas significativas.

A figura 23 mostra um corte histologico de rim perfundido somente com solugdo de
Krebs-hanseleit mostrando que ndo ha alteragdes provocadas pelo veiculo. As laminas
analisadas demonstraram que glomérulos, tGbulos, vasos e intersticios encontravam-se

normais.

Os rins perfundidos com VBA, na concentracdo de 1pg/mL, apresentaram tubulos com

quantidade significativa de material proteinaceo. Esses resultados sdo mostrados na figura 24.

Figura 23: Corte histopatologico de rim perfundido somente com solugdo de Krebs-

Hanseleit modificada por 120 min (n=6, colora¢cdo de hematoxilina-eosina, aumento 100X).
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Figura 24: Corte histologico de rim direito perfundido com veneno bruto de Bothrops atrox,

por 120min, na concentragdo de 1pug/mL (n=6, coloragdo de hematoxilina-eosina, aumento

400X).

5.3 Dosagem de nitrito ap6s experimento com veneno bruto da Bothrops atrox

Apos a infusdo do VBA nas dose de 0,056, 0,168 e 0,28 mg/kg (10, 30 e 50% da DL50-
Dose Letal para 50% dos animais, respectivamente) do VBA, nos grupos experimentais, foi
realizada a coleta de sangue do plexo orbital em diferentes intervalos de tempos (5 e
15minutos), antes da morte do animal. Apds a reagdo de Griess (descrita em material e
métodos), observou-se um aumento significativo na producao de nitrito (umol) com as doses
de 0,056 mg/kg e 0,168 mg/kg, logo apds os cinco minutos de infusdo do VBA (Controlesyi,=
Sumol; VBA 0,056mg/kgsmin= 26umol; VBA 0,168mg/kgsmin= 32umol). O bloqueio
farmacologico com L- NAME (LN) na dose de 10mg/kg aos 60 minutos antes da infusdao do
VBA nos grupos experimentais nas doses de 0,056 e 0,168mg/kg, demonstraram uma
diminui¢do significativa (p<0,05) na produ¢do de nitrito quando comparado com os grupos
tratados somente com VBA (VBA 0,056mg/kgsmin= 26pumol; LN+VBAsy,i,= 15,4umol). Os
resultados com a dose de 0,056mg/kg podem ser observados na figura 25 e tabela 9 ¢ com a

dose de 0,168mg/kg podem ser observados na figura 26 e tabela 10.
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Figura 25: Dosagem de nitrito apos inoculagdo do veneno bruto da Bothrops atrox
(VBA) nos grupos experimentais, na dose de 0,056mg/kg. As dosagens foram realizadas
aos 5 e 15 minutos apods infusdo do VBA. A analise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05. Os dados sdo
expressos em média + E.P.M., comparando com o respectivo grupo controle ¢ VBA em cada

tempo de dosagem.

Tabela 9: Valores das concentragdes de nitrito (NO;') dos experimentos realizados com o

veneno da serpente Bothrops atrox (VBA) na concentragdo de 0,056mg/kg (n=4).

Grupos estudados
Tempo Grupo controle VBA 0,056mg/kg LN + VBA
(min) Média EPM Média EPM Média EPM
5 5,13 0,58 25,5 2,89 1547 0,94
15 9,16 0,99 8,51 0,95 5,86 1,23

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=4) ¢ VBA (n=4) foram expressos em
média e erro padrdo da média (EPM) com p<0.05, unidade em pmol, compilados e

distribuidos em dois periodos (5 € 15min).
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Figura 26: Dosagem de nitrito apo6s inoculacdo do veneno bruto da Bothrops atrox
(VBA) nos grupos experimentais, na dose de 0,168mg/kg. As dosagens foram realizadas
aos 5 ¢ 15 minutos apos infusdo do VBA. A andlise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05. Os dados sao
expressos em média + E.P.M., comparando com o respectivo grupo controle ¢ VBA em cada

tempo de dosagem.

Tabela 10: Valores das concentragdes de nitrito (NO;') dos experimentos realizados com o

veneno da serpente Bothrops atrox (VBA) na concentragdo de 0,168mg/kg (n=4).

Grupos estudados
Tempo Grupo controle VBA 0,168mg/kg LN + VBA
(min) Média EPM Média EPM Média EPM
5 5,13 0,58 31,88 2,60 17,117 1,65
15 9,16 0,99 11,62 2,01 5,91 1,46

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=4) ¢ VBA (n=4) foram expressos em
média e erro padrdo da média (EPM) com p<0.05, unidade em pmol, compilados e

distribuidos em dois periodos (5 € 15min).

Na dose de 0,28 mg/kg, um aumento significativo na producao de nitrito foi observado
somente aos 15 minutos ap6s infusdo do VBA (Controle;smin= 9umol; VBA 0,28mg/kg;smin=
41umol). Apos bloqueio com L- Name aos 60 minutos antes da infusdo do VBA no grupo
experimental, houve uma redugdo significativa (p<0,05) na produc¢do de nitrito quando

comparado com o grupos tratado somente com VBA (figura 27 e tabela 11).
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Figura 27: Dosagem de nitrito apo6s inoculacdo do veneno bruto da Bothrops atrox
(VBA) nos grupos experimentais, na dose de 0,28mg/kg. As dosagens foram realizadas aos
5 e 15 minutos apods infusdo do VBA. A andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA
(teste de Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05. Os dados sdo expressos
em média + E.P.M., comparando com o respectivo grupo controle ¢ VBA em cada tempo de

dosagem.

Tabela 11: Valores das concentragdes de nitrito (NO;") dos experimentos realizados com o

veneno da serpente Bothrops atrox (VBA) na concentragao de 0,28mg/kg (n=4).

Grupos estudados
Tempo Grupo controle VBA 0,28mg/kg LN + VBA
(min) Média EPM Média EPM Média EPM
5 5,13 0,58 14,5 1,11 11,227 1,83
15 9,16 0,99 41,5 0,87 24,0 4,41

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=4) ¢ VBA (n=4) foram expressos em
média e erro padrio da média (EPM) com p<0.05, unidade em pmol, compilados e

distribuidos em dois periodos (5 € 15min).

Testes preliminares de dosagem de nitrito foram realizados também com as doses de
0,056, 0,168 e 0,28mg/kg. Porém a concentracao de nitrito foi dosada em maior nimero de

intervalos de tempo (1, 5, 15, 30 e 60 min). Esses resultados podem ser consultados no anexo

II.
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6 DISCUSSAO

A insuficiéncia renal aguda ¢ uma dos problemas mais comuns nos casos de
envenenamentos por espécies de género Bothrops, constituindo-se a principal causa de morte
(FRANCA & MALAQUE, 2003). Outra complicagdo comum que tem sido bastante reportado
em acidentes ofidicos por serpentes botrdpicas, € a hipotensdo, um efeito sist€émico capaz de

produzir um estado de perfusdo insuficiente para varios 6rgaos (ABUELO, 1995).

Um dos fatores que dificulta a elucidagdo dos mecanismos envolvidos na patogénese
dos efeitos causados por peconhas botropicas, e as demais peconhas ofidicas, ¢ o fato de que
essas substancias apresentam uma variedade de componentes bioativos que possuem uma
vasta gama de atividades farmacoldgicas. Dentre todos os venenos conhecidos, os das
serpentes sdo, provavelmente, os mais complexos, contendo 20 ou mais componentes
diferentes, no qual mais de 90% do peso seco ¢ constituido por proteinas com uma grande

variedade de enzimas (VARANDA & GIANNINI, 1999).

Soma-se a isto, a capacidade que os componentes dos venenos ofidicos tém de mediar
liberagcdo de substincias endogenas ao interagir no sistema fisioldgico da vitima. As fragdes
dos venenos, bem como as do veneno de Bothrops atrox (VBA), possuem tanto atividades
diretas sobre os tecidos como atividades indiretas ao induzir ou liberar mediadores enddgenos.

Logo, uma tnica fracdo do veneno pode liberar varias substancias bioativas.

Foi proposto que a histamina, bradicinina, eicosanoides, PAF e mediadores dos nervos
auténomos estdo envolvidos nos envenenamentos por serpentes Bothrops (ROCHA E SILVA
et al., 1949; OHSAKA, 1979; ROTSCHILD & ROTSCHILD, 1979; HAVT et al., 2001).
Alguns trabalhos também evidenciam a participagdao do 6xido nitrico e de citocinas como IL-
1, IL-6, IL-10, interferon gama (INF) e fator de necrose tumoral (TNF-alfa) nos acidentes
botropicos (BARROS et al., 1998; PETRICEVICH et al., 2000).

A infusdo de VBA no sistema de perfusdo renal na concentragdo de 1pg/mL causou
diminui¢do da pressao de perfusao (PP) e da resisténcia vascular renal (RVR) aos 60 minutos.
Aos 120 minutos, ocorreu um acréscimo significativo no ritmo de filtracdo glomerular (RFG)

e no fluxo urinario (FU).

Em relagdo ao transporte de eletrdlitos, houve uma reducao gradual no transporte tubular
de sddio, atingindo valores significativos aos 120 minutos de experimento. Houve um
aumento no percentual de transporte de cloreto também aos 120 minutos. Nenhuma alteragao

significativa foi observada no percentual de transporte de potéssio.
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O clearance osmético, que ¢ a capacidade de depuragdo renal em relagdo as moléculas
osmoticamente ativas, teve seus valores acrescidos aos 120 minutos. Esse aumento pode ser
devido a uma possivel disfun¢do tubular. A diminui¢do da reabsor¢do tubular do sédio,
molécula com grande capacidade de carrear dgua, pode ter sido responsavel pela alteragdo

desse parametro (HARDMAN et al., 2006).

Analisando o decréscimo dos parametros vasculares, ¢ consensual a afirmativa de que
venenos botropicos promovem hipotensdo. Os mecanismos responsaveis por causarem a
hipotensdo sistémica, caracteristica de serpentes desse género, provavelmente sdo 0s mesmos

que afetam a pressdo de perfusao renal observada no presente estudo (ABUELO, 1995).

Braga et al. (2006), analisando os efeitos renais e vasculares do veneno bruto de
Bothrops insulares, também demonstraram uma diminuigdo dos parametros vasculares renais
no mesmo sistema de perfusdo. Outro trabalho realizado com veneno de Bothrops
jararacussu, reportou a diminui¢do da PP ¢ da resisténcia vascular com aumento do RFG e do

FU, dados que corroboram com os resultados desse experimento (HAVT et al., 2001).

Primeiramente, deve-se considerar que o VBA, assim como os demais venenos desse
género, ¢ um pool de substincias bioativas. Sendo assim, ndo se pode atribuir a um
componente especifico do veneno a redugdo da PP renal observada. O que se pode avaliar,
embasado na literatura cientifica, a cerca dos efeitos pressoricos dessa peconha, ¢ quais

componentes estariam causando essa alteracao renal.

As complicagdes renais nos envenenamentos ofidicos podem decorrer de coagulagao
intravascular disseminada, que na condigdo desse experimento ndo tem relevancia, uma vez
que o perfusato do sistema ¢ desprovido de fibrinogénio e fatores da coagulagdo sanguinea.
Essas alteracdes podem também decorrer da agdo nefrotdxica direta do veneno que possui
atividade proteolitica ou, ainda, serem devido a espasmos dos vasos sanguineos em resposta a
liberagdo de substancias vasoativas (SITPRIJA & CHAIYABUTR, 1999; CALGAROTTO et
al., 2008).

Tomando como possibilidade a agdo de substincias vasoativas que estariam sendo
liberadas no sistema de perfusdo renal, os principais mediadores que alteram a pressdo das
arteriolas renais, causando vasodilatacdo sdo bradicinina (BK), dopamina, prostaglandinas

(PGs) e o 6xido nitrico (CONSTANZO, 2007).

Rocha e Silva et al. (1949) foram os primeiros a descobrir e descrever o neuropeptideo

bradicinina como regulador crucial da pressdo sanguinea. Posteriormente, foi demonstrado
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que o veneno de serpente Bothrops jararaca continha grandes quantidades de peptideos
potencializadores da bradicinina (PPBs), que foram caracterizados como inibidores naturais

da enzima conversora da angiotensina (DA SILVA et al., 1979; FERREIRA et al., 1970).

Partindo-se, entdo, da premissa cientifica seguida por Rocha e Silva (1949) e Ferreira
(1970), pode-se sugerir que o efeito hipotensor do VBA ¢ devido a um importante

componente que nao foi ainda isolado.

Os PPBs ndo sdo componentes exclusivos do veneno de Bothrops jararaca. Outros
pesquisadores isolaram esses mesmos peptideos de outras espécies do género botropico
(HAYASHI et al., 2003; HAYASHI & CAMARGO, 2005). Pode-se supor que o VBA, assim
como os demais venenos do género, possui os PPBs. Logo, essas substancias poderiam ser as

responsaveis pelo efeito de reducdo da pressdo de perfusdo renal.

A acdo que os PPBs possuem de potencializar a funcdo da BK decorre da capacidade
que essas moléculas tém de inibir a enzima cininase II, responsavel por inativar a BK
(HARDMAN et al., 2006). Logo, os niveis dessa substincia encontram-se possivelmente
aumentados nos envenenamentos por serpentes botrOpicas, as quais apresentam esses

peptideos na sua composigao.

As cininas renais agem de modo paracrino para regular o volume e a composi¢do da
urina (SAITOH et al., 1995). A calicreina ¢ sintetizada e secretada pelas células de conexao
do néfron distal. O cininogénio tissular e os receptores de cinina estdo presentes nas células

do ducto coletor.

A BK, por sua vez, promove vasodilatagdo ao atuar em receptores presentes na
superficie de células endoteliais renais, estimulando a libera¢do de potentes mediadores como
as prostaglandinas e NO. Ocorre também natriurese inibindo a reabsor¢ao de sddio no ducto

coletor cortical (HARDMAN et al., 2006).

Todavia, Havt et al. (2005) estudando a hipotensdo causada pelo veneno da Bothrops
pirajai, utilizando ileo de cobaias, constataram que os efeitos observados ndo foram devido a

possiveis potencializadores de BK presentes na peconha.

Petricevich et al. (2000), em um estudo utilizando camundongos que receberam
injecdes intraperitoneais de veneno botropico, reportaram um aumento severo de citocinas no
soro desses animais. Estas moléculas sdo produtos de reacoes inflamatorias, condigdo comum
em acidentes por essas espécies. Foi constatado também um aumento na produgdo de 6xido

nitrico (NO), através da dosagem de nitritos. Os autores sugeriram que esses mediadores
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apresentavam papel relevante nos efeitos sistémicos caracteristicas dos envenenamentos

botrdpicos.

Outros trabalhos também associaram efeitos sistémicos, como hipotensdo, com o
aumento de citocinas e NO. Pacientes em terapia com citocinas apresentaram hipotensdo que
estava relacionada com aumento na producdo de NO (LIBBY & HANSSON, 1991;
ISHIMITSU et al., 1992). Outro trabalho demonstrou que um inibidor da enzima produtora de
NO, a 6xido nitrico sintase (NOS), anulava a hipotensdo induzida por TNF-alfa em modelo de
cachorro (KILBOURN et al., 1990). Esses resultados sugerem que citocinas induzem a

expressdao de NOS, enzimas responsaveis pela sintese de NO.

Com base nesses achados, o aumento da producdo de NO em envenenamentos
botropicos pode ser, em parte, causado por elevacdes nos niveis de citocinas. A ativacdo de
NOS por essas moléculas geraria concentragdes micromolares de NO. Contudo, os
mecanismos pelos quais os venenos botropicos induzem a producdo de citocinas e NO nao

sdo conhecidos.

A producdo desses mediadores pode ser consequéncia de destruicdao tecidual causada
por veneno, ja que necrose proeminente, hemorragia e edema sdo caracteristicas de

envenenamentos botropicos (GUTIERREZ & LOMONTE, 1997).

Embasado nesses achados, realizou-se experimentos in Vivo para avaliar a possivel
participacdo do NO no envenenamento pela peconha de Bothrops atrox. Ratos receberam
concentragdes de 0,056 mg/kg, 0,168 mg/kg e 0,28 mg/kg de VBA por via intrapeniana. Essas
concentragdes equivalem a 10%, 30% e 50% da DLsy do VBA, respectivamente. O valor da
DLsy para o VBA, por sua vez, corresponde a 5,6mg/kg, injetado por via intraperitoneal em

camundongos, estimado em um estudo realizado por Boechat et al. (2001).

A administragdo do VBA, nesse experimento, foi realizada por via intravenosa. Logo,
fez-se necessario um reajuste da DLs, estimada por Boechat et al., uma vez que as vias de
administracao possuem biodisponibilidades diferentes. Para uma dose intravenosa da droga, a
biodisponibilidade ¢ considerada 100%, pois ndo sofre nenhum tipo de interferéncia. Ja a via
intraperitoneal, tem como fator limitante a absor¢do, que diminui sua biodisponibilidade

(KATZUNG, 2007).

Analisando os resultados, observou-se um significante aumento na produ¢ao de nitrito

(NO3") nos niveis séricos dos animais aos cinco minutos ap6s infusdo do VBA, nas doses de
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0,056 ¢ 0,168mg/kg. Com a dose de 0,28mg/kg foi observado um aumento significativo na

producao de NO;  somente aos 15 minutos ap6s infusao do veneno.

Incrementos significantes nos niveis soroldgicos de NO ja havia sido descrito em
envenenamentos por serpentes Bothrops atrox (BARROS et al., 1998). Esses resultados,
sugerem a participagdo do NO no mecanismo de diminuicdo da pressdo de perfusdo da

pegonha em estudo.

O mecanismo de sinalizagdo intercelular do NO ¢, em geral, realizado através de
receptores de membrana expressos na célula alvo. Esses receptores sdo, habitualmente,
transmembranosos tendo contato com o citoplasma e desencadeando uma “cascata” de
sinalizagdo intracelular que finalizard em uma resposta celular. As caracteristicas quimicas do
NO de alta difusibilidade ¢ fundamental para a sua sinalizagdo direta em nivel intracelular,
sem receptores transmembranosos. Devido a sua penetragdo na célula, sem intermediarios
membranosos, o organismo utiliza NO em fungdes fisioldogicas em que é necessaria uma

resposta rapida (DUSSE et al., 2003; STABILE et al., 2007).

O NO ¢ o ativador enddgeno da guanilato ciclase soluvel, resultando na formagao de
GMPc (Guanetidina 3’-5’-monofosfato ciclica), que atua como segundo mensageiro em
muitas células, incluindo nervos, musculo liso, monocitos ¢ plaquetas (DUSSE et al., 2003).
Essa biomolécula mostra-se particularmente importante nos vasos de resisténcia em virtude da
sua liberacdo continua, produzindo um tonus vasodilatador e contribuindo para o controle
fisiologico da pressdo arterial (RANG et al., 2004; IGNARRO, 1987; IGNARRO, 1991;
FLORA-FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).

Sabe-se que o NO ¢ uma substancia instavel, mas pode formar nitrosotidis mais
estaveis, apds a sua combinag¢do com grupo heme da hemoglobina ou por oxidagdo a nitrato e
nitrito, que sdo excretados na urina (RANG et al., 2004; SNYDER & BREDT, 1992;
NATHAN, 1994). Logo, o aumento na producdo de NO;™ nos niveis séricos dos animais ¢

indicativo de aumento da produ¢ao do NO.

A fim de se confirmar a participagdo do NO nos efeitos causado por VBA, realizou-se
bloqueio farmacologico com L-NAME aos 60 minutos antes da infusdo do VBA nas
respectivas doses. Nesses grupos, observou-se uma diminui¢do significativa na produgdo de
NO;", se mantendo proxima a do grupo controle, quando comparado com os grupos que

receberam apenas VBA.
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As enzimas NOS sdao fundamentais para o controle da biossintese de NOS. Como
descrito anteriormente, exitem trés isoformas conhecidas de NOS: uma forma induzivel
(iNOS) e duas formas constitutivas (eNOS e nNOS) (RANG et al., 2004; NATHAN, 1994,
SNYDER & BREDT, 1992; HARE & COLUCCI, 1995; WANG et al., 1999).

Ao avaliar a participagdo do NO utilizando um bloqueador inespecifico (L-NAME) de
NOS, sugere-se um aumento da produg¢do de NO, causado por substancias biologicamente
ativas do VBA e que atuam na fisiologia vascular através da isoforma iNOS e/ou da isoforma
eNOS, uma vez que sdo ambas inibidas pelo L-NAME (ZATS & BAYLIS, 1998; DIAS &
COLOMBARI, 2006). A isoforma iNOS foi isolada nos rins, onde constatou-se forte presenca
na macula densa (BACHMANN et al., 1995)

Supde-se, entdo, que o efeito causado por o VBA na perfusdo renal, estaria sendo
causado pelo aumento da producdo de NO, sintetizado por NOS presentes no rim. Outra
suposi¢cdo € que essas enzimas estariam sendo induzidas por citocinas liberadas a partir de

células lesadas.

Analisando os parametros de transporte eletrolitico no sistema de perfusdo renal, tem-se
como resultado, uma diminui¢do no percentual de transporte de sodio, indicando que houve
aumento na excrecdo de sodio, apods infusdo do VBA, com significincia aos 120 minutos.

Observou-se também uma diminui¢ao na excrecao de cloreto.

O NO além de participar como um agente vasodilatador alterando a hemodinamica
renal, ele também participa no controle de fluidos extracelulares (RAIJ & BAYLIS, 1995;
KONE & BAYLIS, 1997). Esse mediador exerce um papel importante na excre¢do renal. Um
estudo, no qual se inibiu experimentalmente a producdo de NO, resultou em diminui¢ao da
irrigacdo renal e na diminuicdo da elimina¢do de sodio, demonstrando que esse mediador

estimula a excregao de sddio (BACHMANN et al., 1994).

Com base nesses achados, o aumento da excre¢do de s6dio obtidos no experimento de
perfusao renal poderia esta relacionado com a a¢ao do NO. Logo, supde-se que o aumento da
producdo de NO no sistema de perfusdo, além de contribuir para o efeito hipotensor, também

estaria contribuindo para o aumento na excre¢do de sodio.

Por outro lado, a diminui¢do no transporte tubular de sédio pode ser conseqiiéncia de
destruicao de células tubulares renais. Venenos botropicos sdo extremamente lesivos aos

tubulos renais, uma vez que sdo capazes de induzir necrose dos mesmos (SITPRIJA, 2006).
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Os rins perfundidos com VBA, na concentragao de 1ug/mL, apresentaram alteragdo na
arquitetura renal, provocando fendmenos degenerativos reversiveis representados por
quantidade significativa de material proteinaceo nos tibulos e quantidade moderada nos
glomérulos. Os vasos e o intersticio apresentaram aspectos normais. Evangelista et al. (2008),
estudando os efeitos renais da serpente Crotalus durissus cascavella, reportaram a presenga

do mesmo material proteinaceo nos tibulos.

Mesmo na insuficiéncia renal aguda instalada, a presenga de necrose tubular ¢ observada
apenas em células tubulares ocasionais, € em alguns casos, pode ndo ser detectavel. Além
disso, os glomérulos podem se apresentar morfologicamente normais (SCHRIER et al., 2004).
Esses achados podem ser a explicagdo para a aparente auséncia de efeitos deletérios do VBA

sobre 0s rins.
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7 CONCLUSOES

As alteragdes renais promovidas pelo veneno de Bothrops atrox (VBA) ocorrem em
quase todos os parametros renais avaliados nesse estudo. No sistema de perfusdo de rim de
rato isolado, ocorreu um decréscimo significativo da pressdo de perfusdo e da resisténcia
vascular renal, demonstrando que a pegonha em estudo promove diminui¢do dos parametros

vasculares renais, possuindo a¢do vasoativa.

Em relagdo ao transporte de eletrolitos, o VBA promoveu alteragdo no percentual de
transporte de sédio e cloreto. Houve uma diminui¢do no percentual de transporte de sddio,
indicando que a pegonha aumenta a excre¢do de sodio, enquanto que o cloreto teve seu
transporte percentual aumentado. Nao foi observado alteragdo no percentual de transporte de
potéssio. Ocorreram alteracdes histoldgicas discretas no rim perfundido, o qual apresentou

material proteinaceo nos tubulos.

Alteragdo do clearance osmotico foi observada, no sistema de perfusdo renal, bem

como aumento do fluxo urinario e ritmo de filtracdo glomerular.

No experimento in vivo, avaliando a participa¢do do 6xido nitrico (NO) nos efeitos do
VBA, observou-se um aumento significativo na producdo de nitrito, demonstrando que a
concentragdo de NO encontra-se elevada no envenenamento pela serpente Bothrops atrox.

Logo, esse mediador pode ter participacao nos efeitos renais causados pela peconha.

O presente trabalho teve como perspectiva a elucidacio dos mecanismos
fisiopatologicos renais causados pelo VBA, visando a busca de componentes da peconha que

possam ser utilizadas como ferramentas farmacologicas.
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Resultados preliminares de dosagem de nitrito ap6s administracdo de veneno de
Bothrops trox.

Foi observado aumento significativo de nitrito com todas as doses administradas (0.056,
0.168 e 0.28mg/kg) nos ratos em intervalo de um minuto (Controle;mix= 5.6 £ 1.1; VBA
0,056mg/kgimin= 29.5 = 3.8; VBA 0,168mg/kgimin= 16.7 = 2.0; VBA 0,28mg/kg= 34.50 +
2.1umol) (figura 1).

NOx(p mol)

5_%
0_
Controle 0,056 0,186 0,28

Dose (mg/kg)
1 minuto

Figura 1: Dosagem de nitrito apds inoculacdo do veneno bruto da Bothrops atrox (VBA)
nos grupos experimentais, nas doses de 0.056, 0.168 e 0.28mg/kg. As dosagens foram
realizadas um minuto apds infusdo do VBA. A andlise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05. Os dados sao
expressos em média £ E.P.M., comparando com o respectivo grupo controle em cada tempo

de dosagem.

Foi observado aumento significativo de nitrito com todas as doses administradas (0.056,
0.168 e 0.28mg/kg) nos ratos em intervalo de cinco minutos (Controlesyi,= 7.18 £ 2.0; VBA
0,056mg/kgsmin= 35.2 + 4.1; VBA 0,168mg/kgsmin= 36.5 + 4.3; VBA 0,28mg/kgsmin= 25.9 £+
7.2 umol) (figura 2).
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Figura 2: Dosagem de nitrito apds inoculag¢éo do veneno bruto da Bothrops atrox (VBA)
nos grupos experimentais, nas doses de 0.056, 0.168 e 0.28mg/kg. As dosagens foram
realizadas cinco minutos apos infusdo do VBA. A andlise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05. Os dados sdo
expressos em média + E.P.M., comparando com o respectivo grupo controle em cada tempo

de dosagem.

Foi observado aumento significativo de nitrito somente com a dose de 0.28mg/kg
administrada nos ratos em intervalo de 15 minutos (Controle;smin= 7.18 £ 2.0; VBA

0,28mg/kg=25.9 + 7.2 umol) (figura 3).
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Figura 3: Dosagem de nitrito apds inoculag¢do do veneno bruto da Bothrops atrox (VBA)
nos grupos experimentais, nas doses de 0.056, 0.168 e 0.28mg/kg. As dosagens foram
realizadas 15 minutos apds infusdo do VBA. A andlise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05. Os dados sdo
expressos em média + E.P.M., comparando com o respectivo grupo controle em cada tempo

de dosagem.

Foi observado aumento de nitrito somente com a dose de 0.168mg/kg administrada nos
ratos em intervalo de 30 minutos (Controlesomin= 5.87 £ 1.1; VBA 0,168mg/kg= 9.86 =+
0.9umol) (figura 4).
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Figura 4: Dosagem de nitrito apos inoculacdo do veneno bruto da Bothrops atrox (VBA)
nos grupos experimentais, nas doses de 0.056, 0.168 e 0.28mg/kg. As dosagens foram
realizadas 30 minutos apos infusdo do VBA. A andlise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05. Os dados sdo
expressos em média + E.P.M., comparando com o respectivo grupo controle em cada tempo

de dosagem.

N3do foi observado aumento de nitrito em nenhuma dose administradas administrada nos

ratos em intervalo de 60 minutos (figura 5).
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Figura 5: Dosagem de nitrito apds inoculacao do veneno bruto da Bothrops atrox (VBA)
nos grupos experimentais, nas doses de 0.056, 0.168 e 0.28mg/kg. As dosagens foram
realizadas 60 minutos apds infusdo do VBA. A andlise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA (teste de Newman-Keuls) ¢ teste t de Student, considerando p<0,05. Os dados sdo
expressos em média + E.P.M., comparando com o respectivo grupo controle em cada tempo

de dosagem.
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