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RESUMO
Efeitos renais de miotoxinas e lectinas purificadas dos venenos das serpentes
Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni. Papel da ciclooxigenase e endotelina.
Paulo Sérgio Ferreira Barbosa. Tese de Doutorado em Farmacologia, 2006.
Orientadora: Helena Serra Azul Monteiro
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara
A insuficiéncia renal aguda ¢ uma das complicacdes mais freqiientes nos envenenamentos
ofidicos. Contudo, a sua patogénese permanece obscura. Em nossos estudos foram avaliados
os efeitos renais causados pelas miotoxinas purificadas dos venenos das serpentes Bothrops
jararacussu (Bthtx I, Lys 49 e Bthtx II, Asp 49) e Bothrops moojeni (BmTx I, Lys 49), assim
como pelas lectinas dos venenos de Bothrops moojeni (BmLec) e Bothrops jararacussu
(BJcuL). Tentando avaliar o mecanismo envolvido nos efeitos renais das substancias acima
mencionadas, foram testados os efeitos da indometacina, um bloqueador inespecifico de
ciclooxigenase. Adicionalmente, foram avaliados os efeitos inibitorios do Tezosentan, um
bloqueador de receptor de endotelina, nos efeitos renais causados pela miotoxina I da serpente
Bothrops moojeni. Para tanto, as miotoxinas, na dosagem de Sug/mL, ou as lectinas, na
dosagem de 10ug/mL foram adicionadas 30 minutos depois do inicio dos experimentos.
Contudo, a indometacina e o tezosentan foram adicionados no sistema de perfusao sempre no
inicio de cada experimento na dosagem de 10ug/mL. Os efeitos renais foram comparados
com um grupo controle, onde os rins foram perfundidos somente com a solucdo de Krebs-
Henseleit modificada. Bthtx I, BthtxIl e BmLec aumentaram a pressdo de perfusdo (Cjzo=
110,28 + 3,09, Bthtx 150 = 171,20 £ 6,3 *, Bthtx II;50= 175,50 + 7,20 * e BmLec;2= 152,50
+ 2,10 *), a resisténcia vascular renal (Cjp0= 5,46 = 0,54, Bthtx I;5= 8,62 + 0,37 *, Bthtx
II120= 8,90 £ 0,36 * e BmLec20= 7,77 £+ 0,30%*), o fluxo urinario (C20= 0,143 + 0,008, Bthtx
I120= 0,326 £ 0,048*, e Bthtx II;2= 0,373 £ 0,085*, BmLec 2= 0,085 £+ 0,007* ), o ritmo de
filtracao glomerular (C20= 0,678 £+ 0,065, Bthtx I;50= 0,855 + 0,133 *, Bthtx Ij5= 1,224 +
0,282*, BmLec20=1,037 + 0,055*) e a excre¢do de sddio potassio e cloreto (ENa", EK", ECI
). Porém, diminuiram os percentuais dos transportes tubulares de sddio (Ci20= 79,76 £ 0,56,
Bthtx I;20= 62,23 £ 4,12*, Bthtx II;20= 70,96 + 2,93* e BmLecg= 77,25 + 1,36*) e potassio
(Ceo= 66,38 £ 3,31, Bthtx Igp= 55,79 £ 5,57 *, Bthtx Il= 50,86 + 6,16* ¢ BmLecg= 59,78 +
3,49). A indometacina foi capaz de bloquear os efeitos causados pela miotoxina I da B.
jararacussu e lectina da B. moojeni, mas reverteu parcialmente os efeitos causados pelas
miotoxinas II e lectina da B. jararacussu e miotoxina I da B. moojeni. O tezosentan, por sua
vez, bloqueou os efeitos causados pela miotoxina I da B. moojeni. Foi concluido que
prostaglandinas estdo envolvidas nas altera¢des renais promovidas pelas substancias isoladas
das serpentes B. jararacussu e B. moojeni, enquanto que endotelina seria o principal mediador
nas alteragdes renais causadas pela miotoxina I da B. moojeni.

Palavras-chave: Lectinas Tipo C. Fosfolipases A. Bothrops. Rim — patologia. Rim —
fisiologia. Venenos de Serpentes - farmacologia. Venenos de Serpentes — toxicidade.



ABSTRACT

Renal effects promoted by myotoxins and lectins isolated from the snake venoms of Bothrops
jararacusu and Bothrops moojeni. The role of cyclooxigenase and endothelin.

Paulo Sérgio Ferreira Barbosa (2006) Doctor Degree

Mentor: Helena Serra Azul Monteiro

Department of Physiology and Pharmacology of the Federal University of Ceara

Acute renal failure is one of the most common systemic complications after snakebite.
However, its pathogenesis remains obscure. In this study, we evaluated the renal effects of
Bothrops jararacussu myotoxins I and II (Bthtx-I Lys 49 and BthtxII, Asp 49), Bothrops
moojeni myotoxin I and the lectins from Bothrops moojeni and Bothrops jararacussu.
Attempting to investigate the mechanisms involved in the renal effects of the mentioned
toxins, we tested indomethacin, an unespecific cyclooxigenase inhibitor. Additionally,
tezosentan, an endothelin receptor blocker, was used to evaluate the role of endothelin in the
renal effects of Bothrops moojeni myotoxin I. All myotoxins (5 pg/mL) and lectins (10 ug
/mL) were added to the perfusion system 30 min after the beginning of each perfusion.
Indomethacin (10 pg /mL) and tezosentan (10 png /mL) were always added 30 minutes before
the tested substances. The renal effects were compared against a control group, where kidneys
were perfused only with the modified Krebs-Henseleit solution. Myotoxins from Bothrops
jararacussu and the lectin from Bothrops moojeni increased the perfusion pressure (Cjxo=
110.28 £ 3.09, Bthtx I;50= 171.20 £ 6.3 * Bthtx II;50= 175.50 £ 7.20 * and BmLec;2= 152.50
+ 2.10 *), the renal vascular resistance (Ci0= 5.46 £ 0.54, Bthtx I15= 8.62 £ 0.37 *, Bthtx
IT120= 8.90 £ 0.36 * and BmLec = 7.77 £ 0.30%), the urinary flow (Cj2= 0.143 £ 0.008,
Bthtx I120= 0.326 £ 0.048*, and Bthtx II;50= 0.373 £+ 0.085* ), the glomerular filtration rate
(C120=0.678 = 0.065, Bthtx I150= 0.855 £ 0.133 *, Bthtx II;50= 1.224 £+ 0.282* and BmLec;20=
1.037 + 0.055*) and the sodium, potassium and chloride excretion. On the other hand, the
same substances decreased the percent of renal tubular transport of sodium (Cjy= 79.76 +
0.56, Bthtx Ij50= 62.23 + 4.12*, Bthtx Il;20= 70.96 + 2.93* and BmLecgs= 77.25 + 1.36%),
potassium (Cgp= 66.38 + 3.31, Bthtx Igp= 55.79 + 5.57 *, Bthtx Ilsp= 50.86 + 6.16* and
BmLecg= 59.78 + 3.49%). Indomethacin inhibited the renal effects induced by Bothrops
jararacussu myotoxin I and Bothrops moojeni lectin, but partially blocked the effects
promoted by myotoxin II and the lectin of Bothrops jararacussu, and the effects of myotoxin
I of Bothrops moojeni. Tezosentan inhibited the renal effects induced by B. moojeni myotoxin
L. In conclusion, prostaglandins are involved in the renal alterations induced by myotoxins and
lectins purified from the snake venoms of Bothrops jararacussu and Bothrops moojeni. In
addition, endothelin is the main mediator of the renal alterations promoted by Bothrops
moojeni myotoxin .

Keywords: Lectins, C-Type. Phospholipases A. Bothrops. Kidney — pathology. Kidney —
physiology. Snake Venoms — pharmacology. Snake Venoms — toxicity.
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(BmTx I) (05 pg/mL) + tezosentan (10 pg/mL) no percentual de
transporte proximal de cloreto (%pTCl")

Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno
de Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL) + indometacina
(indo) (10 pg/mL), tezosentan (10 ug/mL) e Bothrops moojeni
(BmTx I) (05 pg/mL) + tezosentan (10 pg/mL) no sédio
excretado (ENa")

Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno
de Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL) + indometacina
(indo) (10 pug/mL), tezosentan (10 ug/mL) e Bothrops moojeni
(BmTx I) (05 pg/mL) + tezosentan (10 pg/mL) no potassio
excretado (EK")

Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno
de Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL) + indometacina
(indo) (10 pug/mL), tezosentan (10 ug/mL) ¢ Bothrops moojeni
(BmTx I) (05 pg/mL) + tezosentan (10 pg/mL) no cloreto
excretado (ECI")

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina
(indo) (10 pg/mL) + BmLec na pressao de perfusao (PP).

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina
(indo) (10 pg/mL) + BmLec na resisténcia vascular renal (RVR).
Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina
(indo) (10 pg/mL) + BmLec no fluxo urinario ( FU).

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina
(indo) (10 pg/mL) + BmLec no ritmo de filtragdo glomerular
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Figura 54 -
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Figura 64 -
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(RFG).

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina
(indo) (10 pg/mL) + BmLec no percentual de sodio transportado
(%TNa").

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina
(indo) (10 pg/mL) + BmLec no percentual de potéassio
transportado (%TK").

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina
(indo) (10 pg/mL) + BmLec no percentual de cloreto
transportado (%TCI).

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina
(indo) (10 pg/mL) + BmLec no percentual de transporte
proximal de sédio (%pTNa").

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina
(indo) (10 pg/mL) + BmLec no percentual de transporte
proximal de potassio (%pTK").

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina
(indo) (10 pg/mL) + BmLec no percentual de transporte
proximal de cloreto (%pTCI).

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina
(indo) (10 pg/mL) + BmLec no sédio excretado (ENa").

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina
(indo) (10 pg/mL) + BmLec no potassio excretado ( EK").
Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina
(indo) (10 pg/mL) + BmLec no cloro excretado (ECI).

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pg/mL) e
indometacina (indo) (10 pg/mL) + BJcuL na pressao de perfusdo
(PP).

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pg/mL) e
indometacina (indo) (10 pg/mL) + BJcuL na resisténcia vascular
renal (RVR).

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pg/mL) e
indometacina (indo) (10 pg/mL) + BJcuL no fluxo urinario
(FU).

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pg/mL) e
indometacina (indo) (10 pg/mL) + BJcuL no ritmo de filtragao
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glomerular (RFG).

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 ug/mL) e
indometacina (indo) (10 pg/mL) + BJcuL no percentual de
transporte tubular total de s6dio (%TNa").

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 ug/mL) e
indometacina (indo) (10 pg/mL) + BJcuL no percentual de
transporte tubular total de potassio (%TK").

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pug/mL) e
indometacina (indo) (10 pg/mL) + BJcuL no percentual de
transporte tubular total de cloreto (%TCI).

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 ug/mL) e
indometacina (indo) (10 pg/mL) + BJcuL no percentual de
transporte proximal tubular total de sédio (%pTNa").

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 ug/mL) e
indometacina (indo) (10 pg/mL) + BJcuL no percentual de
transporte proximal tubular total de potassio (%pTK").

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 ug/mL) e
indometacina (indo) (10 pg/mL) + BJcuL no percentual de
transporte proximal tubular total de cloreto (%pTCI).

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pug/mL) e
indometacina (indo) (10 pg/mL) + BJcuL no s6dio excretado
(ENa").

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 ug/mL) e
indometacina (indo) (10 pg/mL) + BJcuL no potassio excretado
(EK).

Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pug/mL) e
indometacina (indo) (10 pg/mL) + BJcuL no cloreto excretado
(ECT).

Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com,
Spg/mL de BthTx I A. Glomérulo com acentuado depdsito de
material protéico B. Degeneracdo hidropica vacuolar no tubulo.
Histopatologico da regido do cortex renal de rato tratado com,
Sug/mL de BthTx I A. Glomérulo com acentuado depdsito de
material protéico B. Degeneracgao hidropica vacuolar no tibulo.
Figura 94 - Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato
tratado com Spg/mL de BthTx II A. Glomérulo com moderado
deposito de material protéico B. Tubulo com moderado deposito
de material protéico

Histopatologico da regido do cortex renal de rato tratado com
Sug/mL de BthTx II. A seta mostra Degeneracao hidrépica
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vacuolar no tubulo

Histopatologico da regido do cortex renal de rato tratado com
Sug/mL de BthTx I pré tratado com10ug/mL de indometacina
A. Glomérulo com acentuado deposito de material protéico B.
Degeneracao hidropica vacuolar no tibulo

Histopatologico da regido do cortex renal de rato tratado com
Sug/mL de BthTx I e pré tratado com10ug/mL de indometacina.
A. Glomérulo com acentuado deposito de material protéico B.
Degeneracao hidrépica vacuolar no tibulo

Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com,
Sug/mL de BthTx II pré tratado com10pug/mL de indometacina.
Glomérulos e tibulos com aparéncias normais

Histopatologico da regido do cortex renal de rato tratado com,
Sug/mL de BthTx II pré tratado com10pg/mL de indometacina.
Glomérulos e tibulos com aparéncias normais

Histopatologico da regido do cortex renal de rato tratado com,
Sug/mL de BmTx I pré tratado com10ug/mL de indometacina
glomérulos e tibulos com aparéncias normais

Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com,
Sug/mL de BmTx I pré tratado com10ug/mL de indometacina.
Glomérulos e tibulos com aparéncias normais

Histopatologico da regido do cortex renal de rato tratado com
10ug/mL de tezosentan a seta mostra glomérulo com acentuado
depdsito de material protéico

Histopatologico da regido da medula renal de rato tratado com
10pg/mL de tezosentan a seta mostra tibulos distal com com
acentuado depdsito de material protéico

Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com
Sug/mL de BmTx I pré tratado com10ug/mL de tezosentan.
Glomérulos e tubulos com aparéncias normais

Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com
Sug/mL de BmTx I pré tratado com10ug/mL de tezosentan.
Glomérulos e tibulos com aparéncias normais

Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com
10pg/mL de BmLec. A seta mostra glomérulo com acentuado
depdsito de material protéico

Histopatologico da regido do cortex renal de rato tratado com
10pg/mL de BmLec A seta mostra tibulos com acentuado
deposito de material protéico

Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com
10pg/mL de BmLec pré tratado com10pug/mL de indometacina.
Glomérulos e tubulos com aparéncias normais

Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com
10pug/mL de BmLec pré tratado com10ug/mL de indometacina.
Glomérulos e tibulos com aparéncias normais

Histopatologico da regido do cortex renal de rato tratado com
10pg/mL de Lecjessu pré tratado com10ug/mL de indometacina.
Glomérulos e tibulos com aparéncias normais

Efeitos vasculares em leito mesentérico utilizando-se a
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Figura 96 -

Figura 97 -

Figura 98 -

miotoxina I da Bothrops moojeni

Efeitos vasculares em leito mesentérico utilizando-se a 147
miotoxina I da Bothrops jararacussu
As atividades enzimaticas das duas PLA, foram realizadas na 149

sua forma nativa e em presenga da enzima incubada com p-BPB
(inibidor especifico da PLA)).

Microscopia eletronica de transmissdo da Xanthomonas 150
axonopodis pv passiflorae em presenca das PLA2 miotdxicas

nativas e em presenga das PLA2 em presenga da p-BPB.
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1 INTRODUCAO

1.1 Serpentes peconhentas brasileiras

Estima-se que no mundo ocorram 5 milhdes de acidentes ofidicos por ano,
ocasionando 50.000 mortes especialmente nas areas rurais de paises tropicais da Asia, Africa
e América do Sul (WARREL, 1996; CHIPPAUX, 1998; LIZANO 2003). No Brasil ocorrem
20.000 casos de acidentes ofidicos por ano ocasionando 90 o6bitos. A maioria destes casos
deve-se as serpentes dos géneros Bothrops 90% e Crotalus 9%, sendo raro os acidentes
causados por Micrurus, Leptomicrurus e Lachesis (BRASIL, 2001).

Com relagdo aos animais domésticos, os estudos epidemioldgicos sdo escassos
(FONTEQUIE, 2001), porém na cidade de Botucatu, Estado de Sdo Paulo foram registrados
149 acidentes ofidicos no periodo de 1972 a 1989, destes 128 foram causados por serpentes
do género Bothrops (BICUDO, 1994).

No Brasil encontramos duas familias de serpentes venenosas que obedecem as seguintes

caracteristicas fisicas:

1.1.1 Familia Elapidae:

Estas serpentes apresentam a cabeca arredondada, olhos pequenos com as pupilas
arredondadas, auséncia de fosseta loreal, presenca de placa na cabega, dentes inoculadores de
veneno pequenos € situados no maxilar superior, mais para o interior da boca. O seu corpo
tende a ser grosso e longo, a pele ¢ 4spera e o seu reconhecimento ¢ dificil e perigoso por
necessidade da identificacdo através do exame dos dentes. Possuem habitos noturnos e em
situacdo de perigo utilizam a cauda para dar a impressdo de que se trata da cabega, postando-
se em situagdo de defesa, quando molestadas sdo vagarosas. Sao representadas pelas serpentes

do género Micrurus (RAGE, 1977).

1.1.2 Familia Crotalidae

Possuem a cabega triangular com escamas, apresentando fosseta loreal, os olhos
sdo pequenos com a pupila em forma de fenda. Os dentes inoculadores de veneno sdo grandes
e implantados no osso maxilar superior situado na parte anterior. Seu corpo tende a ser grosso,

com a pele aspera e o reconhecimento ¢ relativamente facil pela presenca da fosseta loreal.
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Possuem habitos noturnos, postam-se em posicdo de defesa quando molestadas e sdo
vagarosas (BARRAVIERA, 1991). Sdo divididas em trés géneros Lachesis, Crotalus e
Bothrops (RAGE, 1977).

1.1.3 Género Lachesis

Representado no Brasil pela espécie Lachesis muta, subdividida em duas
subespécies Lachesis muta e Lachesis muta noctivaga (BARRAVIERA, 1994). Tem um
padrio de cor marrom amarelado, com grandes manchas triangulares pretas, as quais
apresentam uma mancha clara no centro ¢ o lado ventral de cor creme-esbranquigada
(GRANTSAU, 1991). Sao conhecidas como surucucu, surucucu pico de jaca ou surucutinga.
Sendo as serpentes venenosas de maior tamanho em toda América Latina, chegando a um

comprimento de quatro metros (BARRAVIERA, 1991).

1.1.4 Género Crotalus

Representado por 26 espécies em todas as Américas (Norte, Central e Sul), porém
no Brasil encontra-se uma tnica espécie, a Crotalus durissus. Esta espécie esta subdividida
em 6 subespécies, Crotalus durissus cascavella, Crotalus durissus collilineatus, Crotalus
durissus marajoensis, Crotalus durissus ruruima, Crotalus durissus terrificus e Crotalus
durissus trigonicus (BARRAVIERA, 1993; MATTISON, 1995). Sua coloragdo ¢ variavel.
Podemos encontrar as cores oliva-cinzenta, oliva, marrom-cinzenta até marrom, com manchas
romboédricas pela linha dorsais, manchas com margens brancas e centro mais claro; lado

ventral branco-amarelado até cinzento-amarelado (GRANTSAU, 1991).

1.1.5 Género Bothrops

Encontrado na América Central ¢ América do Sul, estd distribuido por todo o
territorio brasileiro, com aproximadamente 32 espécies. Apresenta grande diversidade de
cores, desenhos, tamanhos e habitos, em virtude do numero de espécies, ha grande dificuldade
na sua identificacdo pelo nome popular em todo o territoério nacional. Alguns nomes mais
conhecidos sdo jararaca, jararacussu, jararaca- pintada, urutu e cotiara (PUORTO, 1992).

Habita preferencialmente os ambientes imidos, como matas e areas cultivadas, locais de
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proliferacao de roedores, como zonas rurais e periferia de grandes cidades. Tém habitos
noturnos e sao consideradas as serpentes mais agressivas do pais (FRANCA; FAN, 1992).

Principais espécies do género Bothrops existentes no Brasil (BELLUOMINI,
1984; CAMPBELL; LAMAR 1989):

Bothrops alternatus - conhecida como urutu - cruzeiro. Encontrada em regides mais elevadas

e secas. B agil, violenta, dando o bote de lado, do tipo chicote, extremamente voraz. Aparece
a partir do estado de Minas Gerais até o Sul do pais.

Bothrops atrox - Chamada de jararaca ou surucucu, conforme a area da regido Norte em que

aparece, tendo ampla distribuicao geografica, habita tanto as florestas como areas desmatadas,
adaptando-se facilmente. E a maior responséavel pelos acidentes ofidicos no Norte do Brasil,
podendo atingir comprimento superior a 1,5 metro.

Bothrops bilineatus - tem cor verde clara e ¢ arboricola. Conhecida como jararaca verde, é

muito confundida com a cobra-papagaio (Corallus Caninus), que também ¢ arboricola, porém
ndo pe¢ohenta. Encontrada na zona da Mata e na Amazonia.

Bothrops Brazilis - conhecida como jararaca vermelha e surucucu vermelha, pode ser

encontrada no Amapa, Para e Mato Grosso.

Bothrops castelnaudi - possui 0 nome popular de Jararaca-cinza, ¢ é encontrada no Amapa,

Goias e Mato Grosso.

Bothrops cotiara - conhecida como jararaca, jararaca-da-barriga-preta e cotiara. E encontrada

do sul do Estado de Sao Paulo até o Rio Grande do Sul.

Bothrops erythromelas - conhecida por jararaca-da-seca, encontrada em toda regido nordeste.

Bothrops Fonsecai - popularmente chamada de jararaca, aparece nos estados de Sdo Paulo,

Rio Janeiro e Minas Gerais.

Bothrops igleasi - conhecida como jararaquinha, existe apenas no estado do Piaui

Bothrops insularis - chamada de jararaca ilhoa, ¢ encontrada somente na Ilha de Queimada

Grande no Estado de Sdo Paulo.

Bothrops itapetiningae - conhecida como cotiarinha, boipeva, fruta-cor, jararaca-do-campo e

pequena cotiara, encontradas nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Goids, Parana, Mato
Grosso do Sul e Santa Catarina.

Bothrops Jararaca - Conhecida popularmente como jararaca, ¢ responsavel pelo maior

numero de acidentes ofidicos em virtude de sua ampla distribuicdo no territorio nacional.
Vive no campo e nos lugares comuns ao homem.

Bothrops leucurus - conhecida como jararaca, existindo somente no estado da Bahia.
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Bothrops marajoensis - conhecida como jararaca, encontrada no estado do Amapa, Para e Ilha

do Marajo

Bothrops microphthalmus - chamada de jararaca, encontrada na regido Amazonia.

Bothrops neuwiedi - conhecida como jararaca pintada e jararaca-de-rabo-branco. Habita

principalmente as regioes secas, sendo considerada uma das espécies mais perigosas.

Bothrops pirajai - de tamanho avantajado para o género, podendo competir em tamanho com

bothrops jararacussu. E encontrada no sul da Bahia e em Minas Gerais

Bothops pradoi - popularmente chamada de jararaca do Estado do Espirito Santo ou da Babhia,

encontrada predominantemente em determinadas regides desses estados. A ultima descoberta
de uma espécie do género Bothrops foi a encontrada na ilha de Alcatraz, litoral norte do
Estado de Sdo Paulo chamada de Jararaca de Alcatrazes. A espécie foi batizada como
Bothrops alcatraz (LIMA, 2001).

Bothrops moojeni - Chamada de Cai¢aca o comprimento total maximo do macho 1225mm,

das fémeas de 1532mm e Cauda de 11,0 a 15,9% do comprimento total. Habita as regides
mais quentes e secas. Nogueira (1998), relata "os dados obtidos pelos autores somado ao
grande numeros de relatos de terceiros, que indicam que Bothrops moojeni sdo mais
comumente encontradas, em areas umidas como matas ciliares, campos imidos e veredas no
Brasil central, utilizando também de d&reas antropicas proximas." Alguns autores
(CAMPBELL; LAMAR 1979; LELOUP 1984; BORGES; ARAUJO 1998) indicam a
preferéncia por areas Uimidas no cerrado. Apesar de primordialmente terrestre, com o uso
freqliente de tocas no solo e cupinzeiros (LELOUP, 1984) a espécie pode também usar
esporadicamente a agua e escalar a vegetagao (NOGUEIRA, 1998).

Seus habitos alimentares apresentam uma grande diversificacdo. Ja foram
encontrados mamiferos, anfibios, lagartos, serpentes e aves no seu tubo digestivo
(NOGUEIRA, 1998). Sao serpentes de movimentos muito rapidos. Atacam langando o corpo
varias vezes sobre a vitima dando saltos sucessivos (ROODT et al., 1997). Quanto ao ciclo
reprodutivo ¢ marcadamente sazonal, com nascimento de filhotes concentrado em dezembro,
durante a estacdo chuvosa. A vitelogénese inicia-se em torno de abril, havendo ovos no
oviduto em fémeas coletadas no més de julho. A partir de outubro foram detectados os
embrides, ¢ as fémeas coletadas em dezembro apresentavam ninhadas aparentemente prontas
para o nascimento. As ninhadas apresentavam 7 a 32 embrides em fémeas preservadas

(LELOUP, 1975) (Figura 1).
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Figura 1 — Serpente da espécie Bothrops moojeni

Bothrops jararacussu - conhecida popularmente por jararacugu que significa "jararaca-

grande". Encontrada nas regides baixas e alagadicos, margem de rios e lagoas pode alcangar
tamanho avantajado. E capaz de inocular até quatro mililitros de veneno, o que corresponde
aproximadamente a um grama de veneno seco. Constituem enorme perigo para pescadores,
cacadores e para os animais, principalmente bovinos e eqiiinos. E uma espécie freqiiente no

litoral do Espirito Santo até Santa Catarina (BELLUOMINI, 1984) (Figura 2).
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Figura 2 — Serpente da espécie Bothrops jararacussu

1.2 Caracteristicas e a¢des do veneno Botrépico

Os venenos das serpentes do género Bothrops possuem muitas atividades
biologicas, entre elas destacam-se a atividade hemorragica, proteolitica, coagulante,
edematogénica, fibrinopénica, trombocitopénica e necrosante. As manisfetacdes clinicas
podem ser locais e sistemicas (ROODT et al., 1997).

Em estudo de 46 casos de acidentes ofidicos em humanos em Sdo José do Rio
Preto, a Bothrops mooojeni foi a serpente mais comumente envolvida (KOUYOUMDIIAN;
KOUYOUMDIIAN, 1986).

Kouyoumdjian e Polizelli (1988) estudaram 37 casos de envenenamentos por
picada da serpente Bothrops moojeni, constatando um prolongamento do tempo de
coagulacdo em 73% dos casos, assemelhando-se aos acidentes por picadas da B.atrox. Os
efeitos locais da picada por B. moojeni sdo graves, apresentando niimero maior de efeitos em
relagdo aos acidentes por B. jararaca. As hemorragias sistémicas sdo pouco freqilientes ¢
benignas. As complicagdes ocorreram somente nos casos inicialmente classificados como

moderados ou graves, supostamente em virtude da maior inoculagdo do veneno que pode
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chegar a 300 mg de veneno em uma picada. Administragdo de antiveneno apos a picada em
concentragdes neutralizantes muito elevada, e em tempo rapido, nos casos classificados
inicialmente como graves ndo impediu o aparecimento do quadro sintomatico ocasionado pelo
veneno (KOUYOUMDIJIAN; POLIZELLI, 1988; ROODT et al., 1997).

Ferreira et al. (1992) estudaram o veneno de 9 (nove) espécies de Bothrops ¢
constataram que o veneno da serpente B. moojeni apresentava baixa atividade hemorragica,
necrosante e coagulante, contudo possuia ainda uma alta atividade proteolitica fosfoslipasica,
miotdxica e edematogénica. Enquanto que, o veneno da serpente B. jararacussu apresentava
baixa atividade hemorragica, edematogénica, proteolitica e coagulante, por outro lado, este
veneno apresentava alta atividade fosfolipasica, necrosante e miotoxica.

O acidente ofidico tem repercussdo clinica devido a caracteristica coagulante e
proteolitica do veneno. A atividade enzimética e proteolitica do veneno botrdpico origina dor,
edema e eritema no local da picada, que serdo mais intensos de acordo com a quantidade
inoculada durante a picada. Esses efeitos locais tendem a progredir com formacgao de edema
duro, equimose, bolhas, necrose e celulite (BOER-LIMA, 1999). Pode ocorrer também
liberagdo de peptideos e enzimas para a circulagdo ocasionando hipotensao, incoagulabilidade
sanguinea devido ao intenso consumo de fibrinogénio, angustia respiratoria ¢ dependendo da
quantidade de veneno injetado, insuficiéncia renal com choque periférico e eventual 6bito
(KOUYOUMDIJIAN; KOUYOUMDIIAN, 1986).

O edema causado no acidente botrépico ¢ mediado por metaloproteinase,
fosfolipase A,, produtos eicosandides quando causado pela B. moojeni é semelhante ao
encontrado na B. jararaca e B.jararacussu (RUIZ DE TORRENT et al., 1999).

Hipotensdo ¢ uma conseqiiéncia grave nos acidentes botrdpicos, causada pela
liberagdo de oxido nitrico de macréfagos, levando a formacdo de peroxinitrito, depois de
reacdo com anions superoxido gerado localmente (ZAMUNER et al., 2001)

Ferreira et al. (1970) fracionaram do veneno de Bothrops jararaca nove peptideos
biologicamente ativos. Nestes peptideos observou-se a presenca de fatores potenciadores de
bradicinina. Os fatores potenciadores de bradicinina encontrados no veneno Bothrops
jararaca, inibem as enzimas proteoliticas que inativam a bradicinina e catalisam a conversio
da angiotensina I em angiotensina II. Este mecanismo foi o principal responsavel pelo
aparecimento de farmacos inibidores da enzima de conversdo da angiotensina (ECA),

utilizados no tratamento da hipertensao.
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Hemorragia ¢ uma outra particularidade do envenenamento botropico, ocasionada
pela presenca de proteinas com atividade proteolitica, que contém célcio e zinco em suas
moléculas, denominadas de metaloproteinases (VARANDA; GIANINNI, 1994).

As metaloproteinases do veneno contém uma seqiiéncia de aminoacidos chamados
de RGD (Arg-Gly-Asp) ou ECD (Glu-Cis-Asp), como a jararhagin da Bothrops jararaca
(CORREIA Jr et al., 2002), que reconhecem o receptor de integrina envolvido na interagao da
matriz-celular (HUMPHRIES et al., 1986). Atuam assim, diretamente sobre as estruturas dos
vasos sanguineos, provocando extravasamento de sangue (RUIZ de TORRENT et al., 1999),
sendo provavel que neste efeito também participem enzimas com atividades proteoliticas que
em conjunto atuam sobre a lamina basal, destruindo a matriz extracelular (OWNBY et al.,
1978; SERRANO et al., 1993), cercando as células endoteliais dos capilares e degradando “in
vitro” fibronectina, laminina, colageno e gelatina (SERRANO et al., 1993) com conseqiiente
liberagdao de mediadores pro- inflamatorios como TNF, IL1f3 e IL6 (CLISSA et al., 2001).

As metaloproteinases tém sido utilizadas em modelos experimentais para o
tratamento de tumores malignos mamario, pulmonar e melanoma em ratos, com redugao do
numero de metastase, interferindo na liberagdo de fatores de crescimento destes tumores
(CORREIA Jr et al., 2002).

Mazzi et al. (2004) isolaram uma metaloproteinase do Bothrops jararacussu
denominada de BjussuMP-I, esta proteina apresenta o peso molecular de 60 kDa, com alta
atividade hemorrdgica, miotoxica e proteolitica atuando principalmente na degradacdo da
caseina, fibrinogénio A e B com predile¢do para o B, além de apresentar atividade bactericida
em Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Assakura et al. (1985) isolaram uma metaloproteinase da B. moojeni denominada
protease A. Esta metaloproteinase tem atividade proteolitica na caseina e a presenca de Ca®"
aumenta a sua atividade. Portanto, de grande importancia nas lesdes vasculares, ocasionando
principalmente a hidrolise da gelatina (ROODT et al., 1997). Além da gelatina, a protease A
atua hidrolisando o colageno do tipo I, fibrinogénio, fibrina e cadeia-f3 da insulina oxidada.
Quanto a sua atividade hemorragica, ela é considerada baixa (REICHL; MANDELBAUM,
1993).

A protease A em conjunto com outros componentes do veneno, como peptideos de
baixo peso molecular (sistema calicreina-bradicinina), lesam o endotélio e a camada muscular
das artérias e arteriolas, causando hipotensdo e choque hipovolémico, comum no acidente

botrépico (VIDAL, 1988).
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Serrano et al. (1993) isolaram trés glicoproteinas da B. moojeni, sendo uma com
caracteristica de metaloproteinase, denominada MPB, e duas com caracteristicas de
serinoproteinases denominadas de MSP I e MSP II.

A MPB apesar de ser classificada de metaloproteinase, ¢ destituida de atividade
hemorragica e apresenta apenas tragos de atividade hemostatica. Suas principais atividades € a
hidrolise do coladgeno tipo I, gelatina e da fibrina, enquanto que o fibrinogénio sofre
degradacao de sua cadeia y (REICH; MANDELBAUM, 1993).

O veneno da B. moojeni apresentou efeito hemorragico semelhante B. jararaca e
B. jararacussu de uma mesma regido na Argentina (RUIZ de TORRENT et al., 1999), o que
difere do efeito observado no Brasil com Bothrops jararaca que tem alta atividade
hemorragica (FERREIRA et al., 1992).

As serinoproteinases ou enzimas trombina-simile ou tipo trombina estdo presentes
em numero variado de espécies das subfamilias Crotalinae e Viperinae. Apresentam agdes
hemostaticas, transformam o fibrinogénio de mamifero em fibrina, ativando o fator de
coagulagdo V e proteina C, atuam no fibrinogénio do tipo A ou no fibrinogénio do tipo B,
enquanto a trombina sérica atua em ambos. Isso resulta na formacdo de um complexo de
fibrina facilmente degradada pela plasmina, ocasionando um quadro de diminui¢do da
coagulagdo sangiiinea (RUSSEL, 1983; HAVT, 1999). Além disso, atuam liberando cinina do
cininogénio e quebra do complemento C; na cascata do complemento (PETRETSKI et al.,
2000).

Devido ao seu potencial terapéutico, algumas serinoproteinases tém sido utilizadas
em estudos pré-clinico e clinico para infarto do miocardio, choque isquémico e doencas
trombdticas (HERZIG et al., 1970; WILLIES et al., 1989; CHANG; TSAI, 1995). Além
disso, elas tém sido usadas na prevencao e formacgdo de trombo, nas superficies de protese
evitando agregacdo plaquetdria e na circulacdo extracorpdrea, e na melhora da circulacao
sanglinea nas varias alteragdes vasculares, secundaria a reducdo da viscosidade sanguinea

(CASTRO et al., 2004).
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1.2.1 Miotoxina

Dentre as inimeras atividades exercidas pelos componentes protéicos, destacamos
a acdo enzimdtica e a presenca de toxinas protéicas especificas, sendo a maioria delas
hidrolases (HAVT, 1999). Algumas sdo encontradas em todas as espécies, como a fosfolipase
As.

A atividade fosfolipdsica e ag¢do mionecrotica, muito comum nos acidentes
botropicos, deve-se as miotoxinas, que sdo pequenas proteinas ou peptideos com estrutura
fosfolipasica (destituida ou ndo de atividade enzimatica), que levam uma variedade de efeitos
farmacoldgicos como miotoxicidade (GUTIERREZ; LOMONTE, 1997), neurotoxicidade
(MEBS; OWNBY, 1990), interferem na agregacdo plaquetaria (MARKLAND, 1998),
citotoxicidade (BULTRON et al., 1993) e inflamagdo (CHAVES et al., 1998; ZHANG;
GOPALAKRISHNAKONE, 1999). O conjunto destes efeitos leva a transtornos vasculares e
hemostaticos, podendo causar um processo tissular isquémico levando a amputagao de
membro ou lesdo musculo tendinosa permanente (ROODT et al., 1997).

A fosfolipase A, hidrolisa as ligagdes 2 -acilas das fosfatidilcolinas e das
fosfatidiletanolaminas, com liberacao dos acidos graxos e¢ formagao de lisofosfolipides como
lisolectinas (DENNIS, 1994). Desde a descoberta as fosfolipases A, sdo as principais enzimas
envolvidas na liberacdo do 4cido araquiddnico, responsavel pela biosintese de lipideos
mediadores da inflamagdo como prostaglandinas tromboxanos e leucotrienos. Muito interesse
tem sido focalizado nesta familia de enzimas no estudo da inflamagdo (TEIXEIRA et al.,
2003).

Fosfolipase A, sdo divididas em dois grupos maiores sendo um intracelular ou
citosolico (cPLA;), com alto peso molecular e encontrado em varias células, enquanto o outro
¢ extracelular ou secretorio (sPLA;), de baixo peso molecular e encontrado nos venenos de
serpentes e suco pancreatico dos mamiferos (GLASER et al., 1993; De CASTRO et al.,
2000).

De acordo com as estruturas primarias e locacdo das células, as fosfolipases
secretorias podem ser divididas em trés subgrupos: o primeiro foi obtido dos venenos de
serpentes da familia Elapidea e Hidrofidea, e do pancreas de mamiferos (suco pancreatico); o
segundo grupo dos venenos de serpentes da familia Crotalidea e Viperidea bem como do
liquido sinovial e das plaquetas de seres humanos; o terceiro grupo pode ser através do

veneno de vespas (DENNIS, 1994; PFEILSCHIFTER, 1995).
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O segundo subgrupo de fosfolipase A, pode ser dividido em:

I-miotoxinas pequenas sdo peptideos bésico de cadeia simples, ndo enzimaticos
possuindo em sua estrutura primaria 42 a 45 aminoacidos ligados por trés pontes dissulfetos,
possuindo como exemplo a crotamina encontrada no género Crotalus;

2- cardiotoxinas sdo proteinas basicas nao enzimadticas possuindo em sua estrutura
primaria aproximadamente 60 aminoacidos. Seu principal mecanismo de acdo consiste em
alterar a integridade do sarcolema (OWNBY et al., 1999; MEBS, 1998);

3- miotoxinas fosfolipase A2 estas sdo divididas em:

a) Neurotoxicas: sdo proteinas basicas, multiméricas com atividade fosfolipasica e

neurotoxidade pré sindptica, possuindo em sua estrutura primaria aproximadamente
120 aminoécidos. Estas miotoxinas sdo comumentes encontradas nos venenos de
serpentes dos géneros Micrurus e Crotalus, sendo responsavel pela letalidade dos
venenos, devido ao efeito pré-sinaptico na jungao neuromuscular, além de necrose
do musculo esquelético. Estes efeitos fazem com que estas miotoxinas tenham uma
DLsy muito baixa (LOMONTE et al., 2003), como exemplo a crotoxina do veneno
da Crotalus durrissus cascavella, comumente encontrada em nossa regido
(MARTINS et al., 1998);

b)Nao neurotodxicas sdo proteinas basicas e diméricas, possuindo aproximadamente
120 aminoacidos comumente encontrados nos venenos das serpentes da familia
Crotalidae. Sao proteinas abundantes, possuem baixa letalidade ¢ uma DLs, alta,
com potencial miotéxico baixo quando comparado com as miotoxinas fosfolipasicas

neurotoxicas (LOMONTE et al., 2003). Elas se dividem em:

-Asp-49 sPLA; sdo fosfolipases que contém na posi¢cdo 49 da sua cadeia primaria um
acido aspértico que atua como sitio de ligagio para o ion Ca®"; em geral ndo sdo
agentes hemoliticos, possuem alta atividade enzimadtica, ligando-se a sitios
especificos na membrana ou interagindo com seus componentes, causando hidrolise
dos fosfolipidios da membrana celular, provocando sua desorganizagao

(GUTIERREZ; LOMONTE, 1997; SIX; DENNIS, 2000);

-Lys-49 sPLA, contém uma lisina homologa na posi¢do 49, tem pequena ou sio

destituidas de atividades enzimaticas, sdo citotoxicas e calcio independente, seu
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mecanismo de agdo ocorre por susceptibilidade da membrana celular, que requer a
presenca de fosfolipideo de carga negativa seguido de penetracdo e desorganizagao
da bicamada da membrana celular. Essa desorganizacdo ¢ seguida por um
descontrolado influxo de calcio e sddio para o interior da célula, causando alteracao
intracelular irreversivel e morte. O C terminal da enzima, rico em lisina, é o
responsavel pelos efeitos ocorridos (CHIATO et al, 2003; GUTIERREZ;
LOMONTE, 1997; LOMONTE ,1994; CALDERON; LOMONTE, 1998;
OLIVEIRA et al., 2001; LOMONTE et al., 2003);

- Ser 49 sPLA,, essa miotoxina apresenta um residuo de serina na posi¢ao 49 com
atividade enzimatica, tendo como caracteristica o grupamento de hidroxila da serina
que substitui a carboxila do acido aspartico na estabilizagdo do célcio (POLGAR et

al., 1996).

Miotoxinas sdo proteinas facilmente purificadas, e existem em grande quantidade
no veneno botrdpico, obedecem a um consenso de divisdo na sua estrutura primaria Y25-G-C-
Y/F-C-G-X-G-G33 (residuos 25-33) que se liga ao célcio e sdo conservadas nas miotoxinas
Asp 49, entretanto ndo tdo conservadas nas miotoxinas Lis 49. Estas mudangas além da
substitui¢do de uma lisina por um 4cido aspartico altamente conservado na posi¢do 49 da
proteina poderia explicar a quebra na ligagdo com calcio reportada nas lis 49 (OWNBY et al.,
1999). Residuos 74-84 compdem a regido da asa B da molécula, estes residuos devem
participar na agdo miotoxica (SELISTRE de ARAUJO et al., 1996). Residuos 54-70 podem
estar envolvidos com atividade anticoagulante da molécula (KINI; EVANS, 1987). Residuos
87-92 seriam sitios neurotoxicos da molécula (KINI; IWANAGA, 1986b; TSAI et al., 1987).
Residuos 104-120 C-terminal possuem ag¢ao litica. Quanto mais rico em lisina maior seria sua
atividade miotoxica (LOMONTE et al., 2003)

Dentre as atividades causadas pelas miotoxinas classificadas como nao
neurotoxica encontra-se “in vivo” miotoxidade acompanhada de edema utilizando o modelo
de edema de pata (LOMONTE; GUTIERREZ, 1989; LIU et al., 1991; SOARES et al., 1998,
2002; CHAVES et al., 1998; ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000; ANGULO et al., 2000;
LANDUCCI et al., 2000), hiperalgesia (CHACUR et al., 2003) liberagdo de citocina pro
inflamatéria (LOMONTE et al., 1993; CHARCUR et al.,, 2003), capacidade de atrair
leucocito para cavidade pleural (De CASTRO et al., 2000). “In vitro” Observa-se efeitos

toxicos em preparagdes neuromuscular usando nervo frénico e diafragma de rato, musculatura
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esquelética cervical de pinto (DHILLON et al., 1987; HELUANY et al., 1992; OSHIMA-
FRANCO et al., 2001; SOARES et al., 2000b), atividade pré sinaptica usando nervo frénico e
diafragma de rato (OSHIMA-FRANCO et al., 2004) agéo citésolica (BRUSES et al., 1993;
LOMONTE et al., 1994, 1999; ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000; ANGULO et al., 2000;
SOARES et al.,, 2002), destrui¢io de lipossomo (DIAZ at al.,, 2001), degranulagio de
mastocitos (LANDUCCI et al.,, 1998), acdo quimiotaxica com migragdo de neutrofilo
(GAMBERO et al., 2002), atividade antibactericida de largo espectro (PARAMO et al.,
1998), alteracdo no transporte de adgua na bexiga isolada de sapo (LEITE et al., 2004),
proliferacao, apoptose e necrose em células de linha de linfoblastoide B (MORA et al., 2005)

Moura-da-Silva et al. (1991) isolaram duas miotoxinas denominadas JSU-5 e
MOO-I das serpentes Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni repectivamente, no qual a
JSU-5 era destituida de atividade fosfolipasica e MOO-1 possuia uma alta atividade
fosfolipasica, porém, Lomonte et al. (1990) isolaram a miotoxina I e miotoxina II. Ambas
apresentaram-se como Lys 49 PLA,-simile do veneno da Bothrops moojeni e sdo destituidas
de atividade PLA,, hemorragica, anticoagulante e coagulante, porém com uma atividade
necrotica grave na fibra do musculo esquelético, bem como um répido e transitorio edema de
pata. Cintra et al. (1993) isolaram da Bothrops jararacussu duas miotoxinas denominadas
bothropstoxin 1 (BthTXI) caracterizada como Lys 49 e bothropstoxin II (BthTXII)
caracterizada como Asp 49 .

Além da agdo hemolitica, enzimas com atividade de fosfolipase A,, também
apresentam agdes neurotoxicas pré-sindpticas e miotdxicas, dando origem a necrose e

mioglobinuria (FOHLMAN; EAKER, 1977).

1.2.2 Lectina

O termo Lectina, do latim legere (capaz de escolher, selecionar) foi sugerido por
lembrar o aspecto seletivo de ligacdo destas proteinas aos eritrocitos humanos (BOYD;
SHAPLEIGH, 1954).

A definicdo proposta por Peumans e Van Damme (1995a) de lectinas como
proteinas de origem ndo imune que apresentam pelo menos um sitio de ligacdo reversivel para

carboidratos, tem sido a mais utilizada pela comunidade cientifica.
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Os mesmos autores propuseram uma classificacao para este vasto grupo de

proteinas, dividindo-as em trés classes principais:

¢ Tipo I — As lectinas do tipo I possuem apenas um sitio de ligagcdo para carboidrato.
Elas ndo sdo capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados. Estas lectinas
receberam a denominacdo de merolectinas. Dentre esta classe podemos citar as

lectinas de orquideas, proteinas monoméricas que sao especificas para manose;

¢ Tipo II — Nesta classe encontramos lectinas que apresentam multiplos sitios de ligacdao
a carboidratos. Elas sdo capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados.
Chamadas de hololectinas estdo em sua maioria presentes em plantas. Elas sdo

também conhecidas como hemaglutininas ou fitohemaglutininas;

¢ Tipo III — Correspondem as lectinas que possuem um ou mais sitios de ligagdo ao
carboidrato, mas que exercem atividade catalitica ou outra atividade biologica,
associada a um outro dominio molecular que ndo o sitio de ligagdo aos acucares. Sao
chamadas de quimerolectinas. Como exemplos desta classe encontram as proteinas
inativadoras de ribossomos tipo 2 (RIPs).

Peumans e Van Damme (1998), introduziram uma nova classe de lectinas, as
superlectinas, que apresentam dois ou mais dominios carboidrato-ligantes, porém, com
diferentes especificidades.

Drickamer (1993), afirmou que as lectinas dos venenos de serpentes sdo
constituidas de aproximadamente 130 aminoacidos. Possuem uma estrutura primaria
homologa ao dominio de reconhecimento para carboidrato (CRD), mas ndo apresentam outros
dominios acessorios. A partir desse fato o autor considerou que estas lectinas se comportam
como um CRD livre.

Lectinas dos venenos de serpentes tém sido classificadas como lectinas tipo C
(WEIS et al., 1991) sdo proteinas soluveis, ndo enzimaticas e na sua maioria especifica para
B Galactosideos e requerem o ion calcio para exercerem sua atividade, caracterizado por
possuirem atividades biologicas distintas, apesar de apresentarem uma estrutura primaria
conservada (DRICKAMAER, 1999).

Elas sao divididas em dois tipos:

1- Estas lectinas tém uma ponte dissulfeto ligada ao heterodimero af3 com dois

polipeptideos homologos de 14 kDa, com baixo peso molecular. Muito encontradas
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nos venenos botropicos possuindo uma atividade aglutinante de eritrécitos (CASTRO
etal., 2003; LEE et al., 2003);

2- Sdo lectinas que possuem varias pontes dissulfeto ligadas por dois a quatro
heterodimero af}, possuem alto peso molecular, variando entre 50 a 100 kDa,
comumente encontradas no veneno crotalico, como a convulxina, possuem atividade
de agregar plaquetas e ndo tém atividade de aglutinar eritrocitos (TOYAMA et al.,

2001).

Hirabayashi et al. (1991) sugeriram que as lectinas dos venenos de serpentes
teriam um papel na defesa ou na captura das presas, devido as suas atividades de
agregacao plaquetaria e estimulacdo de células periféricas. No entanto, ¢ sabido que
algumas lectinas ndo sdo capazes de agregar plaquetas, apesar de hemaglutinarem
eritrocitos (OGILVIE et al., 1989).

A especificidade das lectinas dos venenos botropicos em se ligarem a carboidratos,
tem permitido o seu uso para detectar carboidratos, glicoproteinas e imunoglobulinas em
superficies celulares além da identificagdo de células tumorais, sdo muito utilizadas como
marcadores em superficies celulares (SINGH et al., 1999). Este reconhecimento de
carboidrato em células tumorais tem permitido que estas lectinas sirvam como importante
ferramenta na identificacdo de metéstase tumoral (VARKI, 1997). Estas mesmas lectinas
possuem diversos efeitos biologicos como adesdo, endocitose e neutralizacdo de
patdgenos (WEIS et al., 1991)

De acordo com Kini e Evans (1992), existem trés grupos protéicos que se destacam na
complexa composicao dos venenos ofidicos: as proteases, as desintegrinas e¢ as proteinas
relacionadas com as lectinas tipo C. Segundo Kini (1996), estes trés grupos sdo derivados por
protedlise de um precursor comum. O autor propds um modelo para este precursor contendo
cinco dominios. As proteases correspondiam ao dominio C, as disintegrinas eram relacionadas
ao dominio D e as lectinas similes do tipo C (CLPs) com o dominio A. De acordo com esta
proposta, os dominios E ¢ B ndo foram caracterizados. O mesmo autor relatou que as CLPs
constituiam um grupo estruturalmente homoélogo que ndo tinham capacidade de se ligar a
moléculas de carboidrato, mas apresentavam diferentes fungdes.

Entre as funcgdes exercidas pelas CLPs isoladas dos venenos de serpente pode-se

citar as proteinas anticoagulantes IX/X-bp e Jaracara IX/X-bp, purificadas do veneno de

Trimeresurus flavoviridis (ATODA et al., 1991) ¢ do veneno de Bothrps jararaca,
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respectivamente (SEKIYA et al.,1993). Elas interferem com os fatores de coagulacao IX e X,
ou através da ligacao a trombina (ZINGALI et al., 1993).

Outras CLPs se ligam a glicoproteina Ib e interferem inibindo ou estimulando a
agregacao plaquetaria. A albogreguina, isolada do veneno de Trimeresurus albolabris induz a
agregacao plaquetdria na auséncia de qualquer cofator. Ja as CLPs echicetina, isolada do
veneno de Echis carinatus (PENG et al., 1993), e a agkicetina, proveniente do veneno de

Agkistrodon acutus (CHENG; TSAI, 1995) inibem a aglutinagao plaquetaria.

1.3 Alterac0es renais

Durante um acidente ofidico uma das conseqiiéncias que traz grande preocupacao
sdo as alteragdes renais, descritas por varios autores, como a glomerulonefrite (SEEDAT et
al.,, 1974), glomerulite e nefrite intersticial (SANT; PUNDARE, 1972), necrose tubular
(SITPRIJA; BOONPUCKNAVIG, 1979), necrose cortical (VARAGUNAM; PANABOKKE,
1970) e insuficiéncia renal (RAAB; KAISER, 1966). De todas, a mais relatada tem sido a
insuficiéncia renal aguda

A insuficiéncia renal aguda (IRA) descrita por varios autores (AMORIM et al., 1969;
AMORIM; MELO, 1954; SILVA et al., 1979; SHASTRY et al., 1977; AUNG KHIN; 1978) ¢é
a principal causa de morte por acidentes com venenos ofidicos, ocorrendo secundariamente
aos processos de glomerulonefrite aguda (SEEDAT et al., 1974), necrose tubular aguda
(CHUGH et al., 1981) e necrose cortical renal (DATE; SHASTRY, 1981), sendo usualmente
atribuida ao sangramento, hipotensdo, colapso circulatorio, hemolise intravascular e
coagulacdo intravascular disseminada (SOE-SOE, 1990).

Insuficiéncia renal aguda causado pelo veneno de Bothrops vem sendo motivo de
muitos estudos. Alguns autores atribuem como mudancas hemodinamicas causada por uma
vasoconstricao e conseqiiente isquemia renal, hemolise, deposi¢do de fibrina nos glomérulos
e injuria vascular (BURDMANN et al., 1993, CHAVES et al., 1989, CRUZ-HOFLING et al.,
2001, REZENDE et al., 1989) outros autores atribuem a componentes do veneno que tém
acao direta sobre o epitélio renal (COLARES-BUZATO et al., 2002, RATCTIFFLE et al.,
1989; WILLINGER et al., 1995, De CASTRO et al., 2004) .
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Aung-Khin (1978) ap6s a injecdo letal do veneno da Russell's viper em animais ¢
sete acidentes em pacientes, observou alteragdes renais que consistiam principalmente em
coagulacdo nos glomérulos, hemorragias e necrose tubular aguda.

Na microscopia observou que os capilares glomerulares estavam congestos e
preenchidos com hemacias dispostas em pilha ou em agregacdo. A luz dos capilares estava
preenchida com material eosinofilico granular, contendo alguns polimorfonucleares e poucos
mastocitos. Formas sem granulagdes também foram vistas. Depdsitos de fibrina foram
observados nos capilares glomerulares, além de uma grande quantidade de plaquetas e
coagula¢des intraglomerulares, nos espacos de Bowman apareciam hemorragia.

Nos animais ou pacientes que morreram antes de 16 horas foram observadas
degeneracdes das membranas hialinas e a vacuolizacdo de células epiteliais com dilatagcdo do
tubulo proximal. Apds 24 horas observou necrose tubular aguda.

Boer-Lima et al. (1999) citam que observagdes histopatologicas apos inoculacao
intravenosa do veneno de Bothrops moojeni em camundongos, causavam as seguintes lesdes
renais: vacuolizag¢ao celular, descontinuidade da borda de escovas, edema tubular com dano
glomerular. Todas estas lesdes foram atribuidas a atividade proteolitica e de fosfolipase A,.

A atividade fosfolipasica pode produzir prostaglandinas vasodilatadoras renais,
PGE,;, PGE,, PGA, PGA,, PGH,, PGl, e PGG,, responsaveis pelo aumento do fluxo
sanguineo e conseqiiente diurese, natriurese e caliurese ou liberacdo PGF,,, cuja acdo ¢
vasoconstritora. Além das prostaglandinas, a PLA; através da ciclooxigenase, pode ativar o
tromboxano A, que também possui a¢do vasoconstritora, promovendo reducdo do fluxo
sanguineo renal e da taxa de filtracdo glomerular (BY DLOWSKI, 2000).

Endotelina (ET;) ¢ um peptideo de 21 aminoacidos que apresenta uma agdo
vasoconstritora renal, sendo secretado no compartimento basolateral do endotélio, que existe
em abundéncia no parénquima renal, podendo induzir a formagdo de fibrina (DOUGLAS,
2001; NAMBI et al., 2001). A formagao de fibrina no rim ¢ uma das conseqiiéncias comuns
em acidentes ofidicos (PONRAJ; GOPALAKRISHNAKONE, 1997, AUNG-KHIN, 1978;
BOER-LIMA et al., 1999).

Rabdomidlise ¢ uma condicdo clinica freqliente no envenenamento, quando
associada a mioglobinuria, pode ser uma das causas que leva a IRA, este fenomeno tem sido
referido como sindrome mio-renal (ZAGER, 1996).

Rabdomidlise com a conseqiiente formagao de mioglobina parece ser proeminente
nas primeiras 24 horas apos o envenenamento, sendo causado pela miotoxina do veneno de

diversas serpentes. Ponraj e Gopalakrishnakone (1997) utilizando a miotoxina da serpente
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Pseudechis australis por via intramuscular em camundongos fizeram as seguintes

observagoes:

1) A extensdo dos danos musculares causados pela miotoxina determinava a quantidade de
mioglobina que penetrava na circulagdo renal,

2) A concentragao de mioglobina no tibulo distal seria controlada pela mioglobina no tibulo
proximal;

3) O pH urindrio influenciava o aparecimento da IRA. Quando o pH da urina apresentava-se
alcalino, tinha-se uma significativa prote¢do morfoldgica e funcional, enquanto que em
condigdes acidas a mioglobinuria promovia IRA;

4) A estase na luz do tubulo aumentava o contato com a mioglobina aumentando a
citotoxicidade;

5) A diminuicdo do volume intravascular devido a desidratagdo potencializava
vasoconstricao e diminuia o ritmo de filtracao glomerular.

O mecanismo de agdo hipotético em cultura de células lisossdmicas e células
musculares esqueléticas “in vivo™ sugeriram que a miotoxina da B. moojeni deveria se ligar a
um local ainda ndo identificado na membrana plasmatica celular. Porém, sugere-se que a
miotoxina da B. moojeni penetra na bicamada da membrana por interagdo hidrofébica, entre
os seus botdes, causando uma desestabilizacdo da membrana e prejuizo na permeabilidade de
ions e macromoléculas, ocorrendo um proeminente influxo de célcio, iniciando uma série de
variagdes de destruicdo celulares; como alteragdo do citoesqueleto, danos mitocondriais e
ativacdo de proteases e fosfolipases dependentes de calcio (BOER-LIMA et al., 1999).

De Castro et al. (2004) usando método de tubulo proximal isolado, conclui que a
toxicidade direta causada pelo veneno da serpente Bothrops jararaca era independente do
calcio extracelular e que ele seria parcialmente mediado por peroxidacao lipidica. O mesmo
autor sugere que ativacao das fosfolipase seria comandada pela peroxidagao lipidica.

Em estudos usando como modelo rim isolado, Pirotzky et al. (1984),
demonstraram que o rim seria capaz de produzir substancia como histamina, serotonina e
indiretamente, fator de agregacao plaquetaria (PAF).

Embora muitos destes mediadores ndo estejam envolvidos diretamente no sistema
de perfusdo de rim, as células renais podem liberar prostaglandinas, citociinas, bradicinina,
fracdo de complemento e fator de agregacdo plaquetdria (BARRAVIERA et al., 1995;
WHATLY, 1989).
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Monteiro e Fonteles (1999), concluiram que o veneno da B. jararaca causa uma
nefrotoxicidade direta no rim isolado de rato, alterando principalmente os parametros
funcionais e comparam estas alteragdes ao observado na insuficiéncia renal aguda, atribuindo
ao PAF como sendo um dos possiveis responsaveis.

Havt et al. (2001), concluiram que as alteragdes nos parametros funcionais de
pressao de perfusao (PP) e da resisténcia vascular renal (RVR) em rim isolado de rato
utilizando o veneno de Bothrops jararacussu, ndo foram promovidas pelo Fator de Agregagao
Plaquetaria (PAF).

O PAF causa uma vasoconstri¢cao renal com diminui¢ao do fluxo sangiiineo, reduz
a taxa de filtracdo glomerular, determina a excre¢ao reduzida de sédio na urina, produz
oliguria e retengdo hidroeletrolitica, apresenta um efeito compensador que ¢ a liberacdo de
prostagladinas vasodilatadoras no rim (DOUGLAS, 2000).

Barbosa et al. (2002) estudando o veneno da serpente da Bothrops moojeni
observaram que as alteragdes renais promovidas eram similares aos promovidos pela
Bothrops jararacussu. Eles atribuiram aos peptideos potenciadores de bradicina a possivel
causa da diminuicdo da pressdo de perfusdo e resisténcia vascular renal. Os autores usaram
duas miotoxinas purificadas, que foram classificadas como Lis 49, sendo atribuido ao C-
Terminal rico em lisina como responsavel pela alteracdo renal somente na miotoxina I.

Havt et al. (2005), usando o veneno da serpente Bothrops pirajai, observaram
efeitos similares as outras Bothrops estudadas em rim isolado de rato. Neste trabalho os
autores concluiram que a queda na pressao de perfusdo e resisténcia vascular renal ndo seria
causada pelos peptideos potenciadores de bradicina e que outros fatores poderiam estar
envolvidos, como a lectina purificada da Bothrops pirajai, que demonstrou um efeito similar
ao apresentado pelo veneno.

Continuando a linha de pesquisa do nosso grupo, recentemente Martins (2005)
observou que efeitos renais causados pela Bothrops erythromelas (a nossa Jararaca seca
encontrada no sertdo do Ceard) seriam diretos e similares ao observado nos outros venenos
botropico estudados. Neste trabalho a autora bloqueou os seus efeitos utilizando soro
antibotropico purificado do gamba Didelphis marsupialis

O nosso trabalho propde estudar os efeitos renais causados pela miotoxinas e
lectinas purificadas do veneno da serpente Bothrops moojeni e Bothrops jararacussu, bem

como o envolvimento da ciclooxigenase e endotelina neste processo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O nosso objetivo foi analisar a participagdo da endotelina e ciclooxigenase
nos efeitos renais e vasculares causados pelas miotoxinas e lectinas purificadas do
veneno das serpentes Bothrops moojeni ¢ Bothrops jararacussu , bem como suas

atividades antibactericidas.

2.2 Objetivos especificos

1) Avaliar os efeitos renais causados pela miotoxina I (Lys 49) e miotoxina II
(Asp 49) purificadas do veneno de Bothrops jararacussu;

2) Avaliar os efeitos causados pela miotoxina I (Lys 49) purificadas do veneno
de Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni em leito mesentérico;

3) Avaliar a participagdo da ciclooxigenase renal nos efeitos causados pelas
miotoxinas e lectinas purificadas dos venenos de Bothrops jararacussu e Bothrops
moojeni, usando como bloqueador a indometacina;

4) Avaliar a participag@o da endotelina renal nos efeitos causados pela miotoxina
I purificada da serpente Bothrops moojeni usando como bloqueador o tezosentan;

5) Avaliar os efeitos renais causados pela lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops moojent;

6) Avaliar a atividade bactericida causada pela miotoxinas de Bothrops

jararacussu.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os venenos utilizados em nossos experimentos foram fornecidos pelo
LAROF (Laboratorio de Ofidico da Universidade Federal do Ceard), pela pessoa do Dr.
Lima Verde. As fragcdes dos venenos foram isoladas no laboratério do departamento de
Bioquimica da UNESP-SP (Universidade Estadual de Sdo Paulo) em colaboragdo com o
Dr. Marcos H Toyama.

3.1 Perfusao de rim isolado de rato

Foram utilizados Ratos Wistar adultos com peso entre 270 e 300g, machos,
oriundos do biotério da Unidade de Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do
Ceara. Os animais foram mantidos em jejum alimentar de 24 horas antes do

experimento com o fornecimento de dgua "ad libitum".

3.1.1 Grupos de animais

Com a finalidade de avaliar os efeitos das miotoxinas e lectinas purificadas
do veneno da Bothrops jararacussu e Bothrops moojeni, os animais foram divididos em
doze grupos com 6 animais cada. No grupo controle, os rins foram perfundidos com a
solucdo de Kresb-Henseleit modificada com 6g% de albumina bovina. Em Quatro
grupos foram utilizados os mesmos procedimentos do grupo controle até os 30 minutos
de perfusdo, apos este periodo foi adicionado em 100 mL da solucdo, no segundo e
terceiro grupos, 0,5 mg de miotoxina I (Lys 49) e miotoxina II (Asp 49)
respectivamente, purificada do veneno da serpente Bothrops jararacussu, enquanto que
no quarto e quinto grupo frami utilizadas 1,0 mg da lectina purificada do veneno da
serpente Bothrops moojeni e Bothrops jararacussu respectivamente. Para observar o
efeito da ciclooxigenase no sexto, sétimo, oitavo, nono e décimo grupos os rins foram
perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit modificada com 6g% de albumina bovina
e foi adicionada 1,0 mg de indometacina no inicio do experimento. Apds 30 minutos
foram adicionados no sexto grupo 0,5 mg de miotoxinas I (Lys 49) do veneno de
Bothrops moojeni, no sétimo grupo 0,5 mg miotoxina I (Lys 49) do veneno de

Bothrops jararacussu, no oitavo grupo 0,5 mg de miotoxina II (Asp 49) de Bothrops
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jararacussu, no nono grupo 1,0 mg de lectina de Bothrops jararacussu e no décimo
grupo 1,0 mg de lectina de Bothrops moojeni. Com intuito de saber o papel da
endotelina no efeito da miotoxina I da Bothrops moojeni. No décimo primeiro grupo
foi utilizado 1mg de tezosentam, um inibidor de receptor de endotelina, na solugdo
perfusora apds 30 minutos do inicio dos experimentos. Para saber o efeito do inibidor
de receptor de endotelina com adi¢ao da miotoxina da Bothrops moojeni, no décimo
segundo grupo foi adicionado 1,0 mg de tezosentan no inicio do experimento e apos 30
minutos foi adicionada a miotoxina I da Bothrops moojeni.

As fragdes liofilizadas foram diluidos em 1 mL de solugdo salina (0,9%) e
adicionadas ao sistema, na solucdo perfusora aos 30 minutos de cada experimento
ficando com as dosagens de 10 ug/mL para lectinas, enquanto que para as miotoxinas as

dosagens foram de 5 pg/mL.

3.1.2 Substancias utilizadas na perfusado renal

Nos experimentos com perfusdo renal utilizamos as seguintes substancias:

NaHCO; (Synth)
NaH,P04.H,0 ( Synth)
NaCl ( Synth)

MgSO, . 7TH,0 (Reagen)
CaCl, . 2H,0 (Reagen)
Manitol (Reagen)

Uréia (Reagen)

KCI ( Merck)

Glicose ( Squibb)
Penicilina G Potassica Cristalina (Squibb)
Heparina (Roche)
Inulina (Sigma)

Pentobarbital Sédico ( Cristalia)
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3.1.3 Solugao perfusora e seu preparo

A solugdo empregada nas experiéncias foi a de Krebs-Henseleit modificada,
contendo albumina bovina 6g%.

A solugdo de Krebs-Henseleit modificada, concentrada a 20%, continha
NaCl = 138g, KCl = 7g, NaH,PO4 . H,O = 3,2g, MgS0,. 7 H,O = 5,8g e Uréia = 10g.
48 horas antes dos experimentos, 100mL desta solucdo foi separada e acrescidos
NaHCO; = 4,2g , CaCl, . 2 H,O = 0,74g, glicose = 2g, e penicilina G potassica
cristalina = 0,05g. Em seguida, o volume foi completado para 2000mL com agua
bidestilada. Foi retirado 300mL desta solucao, na qual foi adicionada albumina bovina
(6g%). Em seguida, solugdo foi dialisada com albumina, auxiliada por um
homogeneizador. A dialise tem como objetivo retirar substancias contaminantes como
piruvato, citrato e lactatos (HANSON; BALLARD, 1968, COHEN et al., 1977,
SCHUREK et al., 1970; ROSS 1978).

A solucdo de Kresb-Henseleit para a dialise foi trocada com 24 horas. No
final, ap6s 48 horas de dialise, a solugdo perfusora foi acrescida com 0,15g de inulina. O

pH da solugao perfusora foi ainda ajustado entre os valores de 7,3 ¢ 7,4.

3.1.4 O sistema de perfusao de rim isolado

Nos nossos experimentos foi utilizado o sistema de perfusdo de rim isolado
com recirculagdo, também conhecido como sistema de perfusdo de rim isolado fechado.
Este sistema foi inicialmente baseado nos estudos desenvolvidos por Bowman e Mack
(1974) e Ross (1978). Modificado por Fonteles e Moreira Lima (1982), os quais
adicionaram um pulmao artificial do tipo silastico, baseado no modelo de Hamilton et
al. (1974).

Neste sistema o perfusato recircula no rim com uma quantidade de 100 mL
de solucdo Krebs-Hanseleit modificada e a oxigenacdo ¢ adaptada ao sistema (Monteiro
1990).

O sistema de perfusdo de rim isolado com recirculagdo (Figuras 3 e 4) ¢
composto por um conjunto de equipamentos cada um deles desempenha uma

determinada fungao:
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1) Condensador-Mantém aquecido o cilindro reto que comporta a solugdo do
experimento;

2) Coletor de urina - Frasco que recebe a urina do rim montado no sistema, trocados em
intervalos de 10 minutos;

3) Seringa coletora de perfusao - Coletor da solugdo de perfusdo no sistema feita em
intervalos de 10 minutos;

4) Bomba de perfusdo (Watson) - Bombeia a solug¢do de perfusdo no sistema, apresenta
cinco velocidades;

5) Filtro de millipore (8um) - Filtra a solu¢do perfusora;

6) Banho Maria - aquece o oxigenador ou o pulmao artificial mantendo a temperatura
constante entre 37 °C;

7) Fluxdmetro - Mede o fluxo da solugao;

8) Manometro de mercurio -Mede a pressao do perfusato;

9) Catabolhas - Retira as bolhas formadas evitando assim embolia no rim;
10)Oxigenador ou pulmao artificial - Promove as trocas gasosas (95% de O, e 5% de

CO,).

Figura 3 — Sistema de perfusdo de rim isolado com recirculagao
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Figura 4 - Representacdo grafica do sistema de perfusdo de rim isolado com

recirculacao
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3.1.5 Preparo do sistema

Antes de cada experimento o sistema foi lavado com detergente e depois
calibrado.

A calibracao foi sempre feita com o sistema em funcionamento na presenga
de solugdo fisiologica a 0,9%, aquecida na temperatura de 37 C. A cada unidade da
bomba de perfusao (1,2,3,4 e 5), foi coletado a solugdo por 1 minuto em proveta
milimetrada (fluxo na ponta da canula arterial), e anotada a medida do fluxdmetro ¢ a
pressdo de perfusdo, através do mandmetro de mercurio ligado ao sistema. Para melhor
adaptagdo do sistema as unidades de bomba, foram estabelecidos 3 minutos de
intervalos entre cada coleta.

A calibragdo ¢ feita com o objetivo de conhecer o fluxo de perfusdo em face
da resisténcia da propria canula arterial. Para tanto, os resultados de calibracao obtidos
foram compilados em curvas, onde foi plotado a velocidade da bomba no eixo das
abscissas contra a pressdo de perfusdo, volume de salina coletado (fluxo) e o valor

obtido no fluxémetro no eixo das ordenadas (Figuras 5, 6 ¢ 7).
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Figura 5 — Calibracao do sistema. Velocidade da bomba versus pressao.
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Figura 6 — Calibracdo do sistema. Velocidade da bomba versus medida do fluxometro.
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Figura 7 — Calibragao do sistema. Velocidade da bomba versus fluxo na ponta da

canula.
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3.1.6 Técnica cirurgica

ApoOs a anestesia do animal com Pentobarbital Sodico na dose de 50mg/Kg
intraperitoneal (IP), foi injetado na veia femural, devidamente identificada, 3ml de
manitol a 20 % , com intuito de melhorar o acesso cirurgico ao ureter. Apds assepsia do
abdomen, foi realizada uma incisdo da parede abdominal com base na linha alba e duas
incisdes perpendiculares a primeira no meio da parede, para aumentar o campo
cirirgico. Rebatidas as visceras para o lado esquerdo para visualizacdo do rim direito e
conseqiiente limpeza dos tecidos presentes na area. Em seguida, o ureter foi isolado e
canulado com tubo de polietileno (PEsp). Com o intuito de evitar interferéncia
fisiologica da glandula adrenal direita no experimento, esta foi identificada, isolada e
seccionada, para com isso providenciar a descapsulacdo do rim. Cumpridos estes
procedimentos, a artéria renal foi canulada a partir da artéria mesentérica superior. Apos
sua identificacdo, a artéria mesentérica superior foi ocluida em seu lado direito e
pincado no seu lado esquerdo. Com pequeno corte em seu tecido foi introduzida a
canula por 3 a 5 mm e fixamos canula e artéria. Logo a seguir, o 6rgao foi isolado com
pingas e seccionado, promovendo a retirada do rim e ureter. Devidamente liberado, o
rim ja aclopado ao sistema, passa por um periodo de adaptagdo in vitro de

aproximadamente 30 minutos (Figura 8).
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Figura 8 - Técnica cirurgica: A — veia femural; B — ureter direito canulado; C — artéria

renal / artéria mesentérica
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3.1.7 Protocolo experimental

Os experimentos foram iniciados apos a adaptagdo do 6rgdo ao sistema num
tempo de aproximadamente 20 minutos. O tempo total de perfusdo do 6rgao foi de 120
minutos. Durante esse periodo, foram coletados a cada 5 minutos as medida do
fluxometro e a pressdo do perfusato. Em intervalos de 10 minutos, de maneira
intercalada, foram coletados a urina e o perfusato, de modo que na hora de coletar o
ultimo ndo se trocava o coletor de urina e vice e versa. Estes frascos com urina foram
pesados e, juntamente com os frascos de perfusato, mantidos em temperatura de -20'C
para permitir posteriores dosagens de potassio, sddio, cloro, inulina e osmolaridade.

Com o rim direito montado no sistema, o rim esquerdo foi coletado para
controle, o qual foi pesado e retirado um fragmento para posterior exame
histopatologico. Apds o fim do experimento, foi realizado o mesmo procedimento com

o rim direito.

3.1.8 Avaliagdo bioquimica

Perfusatos e urinas foram coletados em intervalos de 10 minutos, de forma
intercalada, conforme o protocolo experimental acima descrito. Com este material
foram realizados testes bioquimicos de dosagem de sddio e potéssio, pelo método de
fotometria de chama (Flame photometer - modelo 4431IL). As dosagens de cloro foram
realizadas seguindo o método descrito pelo kit do fabricante Labtest. A inulina foi
dosada a partir do mesmo material, através de hidrélise direta, descrita por Fonteles e
Leibach (1982). Finalmente foi medida a osmolaridade das amostras com um
osmometro ( vapor Pressur osmometer - modelo 5100c ESCOR). Todas as analises
bioquimicas foram realizadas na Unidade de Pesquisas Clinicas da Universidade

Federal do Ceara.
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3.1.9 Célculos dos parametros renais

Foram Utilizadas as seguintes formulas para determinagdo dos parametros

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

PP - pressao de perfusao (mmHg) - obtido do mandmetro de mercurio
FU - fluxo urinario (mL. g'l. min)=

FU = peso do volume urindrio/peso do rim esquerdo x 10

FPR - fluxo plasmético renal (mL.g '.min™")

FPR = Fluxo registrado a cada 10min/intervalo de tempo x peso do rim
RVR - resisténcia vascular renal (mmHg/mL.g".min") =

RVR =PP/FPR
RFG - ritmo de filtragdo glomerular (mL.g”" .min") =

RFG = DOUin/DOPin x FU, onde

DOUin = densidade 6tica da inulina na urina
DOPin = densidade 6tica da inulina no perfusato
FNa" - sodio filtrado (uEq.g” .min™)
FNa' = RFG x PNa’, onde
PNa" = concentragdo de sodio no perfusato
ENa" - sodio excretado (LEq.g”. min™)
ENa" = FU x UNa', onde
UNa" = concentracdo de sodio na urina
TNa" - sodio transportado (uEq.g” .min™") =
TNa'=FNa' - ENa’

%TNa'" - percentual de sédio transportado =
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%TNa" =TNa" x 100/ FNa"
Cosm - Cclearance osmotico (mL.g'1 .min'l)z

Cosm = (Uosm / Posm) X FU, onde
Ugysm = osmoralidade urinaria
Posm = osmoralidade do perfusato
Cino - clearance de agua livre (mL.g™.min™") =
CH,0 =FU -Cysm
dTNa" - transporte distal de sodio (mL.g" . min™") =
dTNa" = CH,O x PNa’

AdNa" - aporte distal de sodio (uEq.g™" .min™")
AdNa"=dTNa" +ENa’

pTNa" - transporte proximal de sodio (uEq.g”" .min™")
pTNa"=FNa' x AdNa"
%pTNa'- percentual de transporte proximal de sodio

%pTNa" = pTNa x100/FNa"

Todos os célculos feitos para a determinagao dos parametros do sédio, acima

citados, foram repetidos para o potassio e cloro.
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3.1.10 Estatistica

Utilizou-se um computador PC Athlon (1,6GHz) e programa Graphpad
Prism versdo 3.0 para analise estatistica dos dados, expresso por média £ EPM. Os
valores dos parametros renais dos doze grupos aqui avaliados foram comparados por

ANOVA (bonferroni teste) e teste t Student pareado, com significancia de * p< 0,05.

Em todas as tabelas e graficos, os parametros renais foram avaliados e
estudados de acordo com a variavel de tempo, e os dados compilados em intervalos de

30 minutos.

3.1.11 Histologia

Apds cada experimento, fragmentos dos dois rins foram retirados e
acondicionados em frasco de formol 10% para proceder a analise histoldgica. Estes
fragmentos foram desidratados, diafanizados e em seguida cortados, numa espessura de
Sum. Procedeu-se a coloragdo do material por hematoxilina-eosina e as laminas foram
analisadas por microscopio optico (Nikon).

Todas as laminas da perfusdo foram confeccionadas no Laboratorio de
Anatomia Patologica - Biopse, e avaliadas no Departamento de Patologia e Medicina

Legal da Universidade Federal do Ceara pelo professor Dalgimar Beserra de Menezes
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3.2 Leito Mesentérico

O leito mesentérico isolado foi utilizado com o objetivo de investigar se as
miotoxinas da serpente apresentam atividade direta nos vasos, isto ¢, vasodilatagao ou
vasoconstricdo. Para tanto, dois protocolos foram idealizados. No primeiro, estas
miotoxinas (10pg/ mL) foram infundidas depois de estabelecida uma pressdo de
perfusdo basal (20 — 40 mmHg), para testar um possivel efeito vasoconstritor. No
segundo, miotoxinas purificad as dos venenos das serpentes foram infundidas em
leitos mesentéricos pré-contraidos submaximamente (~ 50 — 60 %) com fenilefrina, para
simular as condigdes de pressdo do leito “in vivo”, sendo possivel verificar efeitos
vasodilatadores e vasoconstritores.

Seguindo o método descrito por MacGregor (1965), ratos Wistar pesando
entre 250 e 300 g, de ambos os sexos, com livre acesso a alimenta¢do e agua, foram
anestesiados por via intraperitoneal com pentobarbital sodico (50 mg/Kg). Inicialmente,
foi feita uma incisdo da cavidade abdominal, paralelamente a linha Alba, e dois cortes
perpendiculares ao primeiro, para ampliar o campo cirargico.

Em seguida, a artéria mesentérica superior foi identificada para que os ramos
pancreatico-duodenal, ileo-cecal e cecal desta artéria fossem ligados. A artéria
mesentérica foi cuidadosamente dissecada do material conjuntivo externo e canulada na
sua porcao distal, proxima a aorta, utilizando tubo de polietileno (PE20). O mesentério
foi separado do intestino a partir da borda interna e imediatamente levado ao sistema de
perfusao (Figura 9).

O leito mesentérico foi perfundido com solucdo de Krebs-Henseleit, cuja
composi¢ao em gramas/L era: 6,7 g de NaCl; 0,37 g de KCl; 0,17 g de KH,PO, . H,0;
0,144 g de MgSO, . 7 H,0; 2,1 g de NaHCOs; 0,31 g de CaCl, . 2H;0; e 0,65 g de
glicose. O sistema foi mantido em temperatura constante de 37 °C. Os experimentos
foram realizados em fluxo continuo e as alteracdes de pressdo foram registradas em
manometro ligado a um transdutor de forca para registro fisiografico da pressao.

Os experimentos foram iniciados com uma pressdo basal entre 20 e 40
mmHg. O tempo de infusdo das substancias testadas foi sempre de 1 hora.

Os dados foram expressos como média = E.P.M. e comparados com o grupo
controle, nos quais apenas a solu¢ao de Krebs-Henseleit foi infundida. e analisados pelo

teste t de Student com nivel de significincia de 5%.
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Figura 9 — A — intestino delgado e mesentério; B — Artéria mesentérica superior
canulada com tubo de polietileno (PE20); C — Leito mesentérico conectado ao sistema

de perfusao.
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3.3 Atividade antibacteriana das miotoxinas purificadas da serpente Bothrops

jararacussu

A atividade antibacteriana foi realizada em duas etapas: a primeira
determinagdo da capacidade antibacteriana pela contagem de unidades formadoras de
colonias em auséncia e presenca das proteinas a serem testadas e seguidas por
avaliagdes das alteragdes ultraestruturais ou morfoldgicas das bactérias tratadas, usando

técnicas de microscopia eletronica.

3.3.1. Contagem de unidade formadora de colonia

As linhagens e o crescimento de bactérias foram inicialmente realizados em
colaboragdo com o Laboratorio de Microbiologia, Instituto Bioloégico de Sao Paulo,
Unidade Campinas. A metodologia para determinacdo da atividade antibacteriana
seguiu a metodologia descrita por Paramo et al. (1998). As bactérias foram coletadas de
placas de dgar e foram suspensas em tampao fosfato de sédio 0,01M, pH 7,.4. A
suspensdo bacteriana teve sua concentragio ajustada para 3 x 10° unidades formadoras
de colénia (UFC)/mL (A650nm), posteriormente sendo diluidas para 10°. As amostras
de proteinas purificadas ou de veneno total foram preparadas utilizando-se 1mg de
proteina que foi dissolvida em 2mL de tampao fosfato de sodio 0,01M, pH 74. A
solugdo de proteinas foi entdo esterilizada através da filtragdo deste material em
unidades filtrantes estéreis para seringas da Corning ® (15mm, 0,2um). Para o ensaio
antibacteriano, 500uL da diluicdo bacteriana foram adicionados a 500uL das fragdes
protéicas esterilizadas, sendo essa suspensdo (bactérias e proteinas) incubada durante 30
min a temperatura ambiente. Apds o tempo de incubagdo, 100ul da suspensdo foi
plaqueado em agar nutriente e deixados em estufa a 28°C durante 48h ou até a
visualizagdo das unidades formadoras de colonia, para sua contagem. Os experimentos
foram realizados em quintriplicata (n=5). Para maximizar o uso das proteinas e
peptideos, sua atividade antibacteriana relativa foi comparada com da polimixina B,
pelo teste de ambos agentes nas mesmas concentragdes. Concentragdo bactericida

minima serd estimada como descrito por Hultmark et al. (1982).
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3.3.2. Microscopia eletronica de transmissao

Para avaliagcdo da atividade das proteinas sobre a morfologia bacteriana, foi
realizada técnica de microscopia eletronica de transmissdo. As amostras provenientes
da incubagdo das proteinas com as bactérias (suspensdo) foram fixadas em solugdo
(2,5% Glutaraldeido) e tampdo cacodilato de sodio 0,1M, permanecendo nesta solu¢ao
por 2 horas a 4°C. Estas amostras (pellets), foram lavadas 3x com tampao fosfato
0,05M, pH 7.4. Os pellets apds as lavagem foram fixados em Tetroxido de 6smio 1%
em tampao cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,4 durante 2h a 4°C. Apos a segunda fixagao
o material foi desidratado em concentragdes crescentes de etanol 30%, 50%, 70%, 90%
e 100% (cada desidratacdo foi de 30 min) Apos a desidratagdo o material foi processado
para inclusdo em resina Epon. Os blocos obtidos foram trimados e cortados em um
ultramicrétomo ULT (LEICA) e coletados em telas de cobre. O material foi contrastado
com acetato de uranila e citrato de chumbo de Reynolds. As observagdes foram

realizadas em microscopio LEO-906.

3.3.3 Modificagdo da His com (p-BPB)

O tratamento das PLA, com brometo de bromofenacil (p-BPB) foi realizado
conforme o método descrito por Nishida et al. (1985), basicamente 3 mg de amostra
foram dissolvidas em 900ul de tampao bicarbonato de aménia 0.2M (pH 7,9, contendo
1,5mM de EDTA) e misturadas com 300ul de p-BPB para obtencdo de concentragdo
final de Img/ mL. A mistura foi incubada durante 20 h a 37°C. Apds este periodo, a
mistura foi desalificada em uma coluna de Sephadex G25 para eliminagdo do excedente
de EDTA e p-BPB, que ndo se complexou com as PLA,. Apo6s a desalificacdo estas

amostras serdo liofilizadas e guardadas a —20°C.
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4 RESULTADOS
4.1 Perfuséo renal
4.1.1 Grupo controle

Este grupo perfundido somente com solucdo Krebs-Hanseleit modificada a
6g% (n=6) apresentou todos os pardmetros fisiolégicos dentro da normalidade ¢ foram
comparados aos grupos tratados com miotoxina I, miotoxina II e lectina purificada do

veneno da serpente Bothrops jararacussu, miotoxina I e lectina da Bothrops moojen.,

4.1.2 Miotoxina I purificada da serpente Bothrops jararacussu (BthTx I) lisina 49

Com relagdo ao grupo controle a BthTx I apresentou um aumento na pressao
de perfusao (PP) com significincia aos 60 minutos permanecendo até¢ o final do
experimento (Figura 11).

Quanto ao efeito na resisténcia vascular renal (RVR), BthTx I causou um
aumento significativo em relacdo ao grupo controle aos 90 minutos, persistindo até o
final do experimento (Figura 12).

BthTx I apresentou um aumento significativo aos 120 minutos do fluxo
urindrio (Figura 13).

O efeito produzido BthTxI no ritmo de filtragdo glomerular (RFG) foi uma
diminuicdo significativa aos 60 minutos. Aos 90 minutos ha retorno ao normal. Aos
120min o RFG aumentou significativamente quando comparado ao grupo controle
(Figura 14).

Com relagio ao percentual de transporte tubular de soédio (%TNa')
observou-se uma queda a partir significativa aos 60 minutos, permanecendo assim até o
final dos experimentos (Figura 15).

Foi observado que no percentual de transporte tubular proximal de sodio
(%pTNa") houve uma queda significativa aos 60 minutos, mantendo-se até o final do
experimento quando comparado ao grupo controle (Figura 16).

O efeito produzido pela BthTx I no transporte tubular de potassio (%TK"),
foi de queda significativa aos 60 minutos retornando aos pardmetros normais aos 90

minutos (Figura 17).
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O efeito da BthTx I com relagdo ao grupo controle no transporte tubular
proximal de potéssio (%pTK") foi de uma queda significativa somente aos 60 minutos
(Figura 18).

Quanto ao percentual de transporte tubular de cloreto (%TCI) foi observado
uma queda significativa aos 60 minutos, retornando aos parametros normais aos 90 e
voltando a cair aos 120 minutos, quando comparado com o grupo controle (Figura 19).

O efeito produzido pela BthTx I no percentual do transporte tubular
proximal de cloreto (%pTCl’) foi estatisticamente significativo aos 60 minutos e aos 120
minutos (Figura 20).

No pardmetro referente & excrecdo de sodio (ENa') foi observado um
aumento aos 60 minutos sendo estatisticamente significativo com relagdo ao controle,
permanecendo até o final do experimento (Figura 21).

Foi observada um aumento na excre¢io de potassio (EK") ocasionado pela
BthTx I a partir dos 90 minutos, quando comparagao ao controle (Figura 22).

Com relagdo a excregao de cloreto (ECI'), a BthTx I promoveu um aumento

aos 120 minutos (Figura 23).

4.1.3 Miotoxina I purificada da serpente Bothrops jararacussu (BthTx I) lisina 49 com

indometacina

Indometacina, quando comparado ao grupo controle, reverteu todo os
parametros alterado pela BthTxI exceto no percentual de potdssio transportado. e
percentual de transporte proximal de potassio. BthTx I com indometacina diminuiu
estes transportes aos 90 minutos persistindo até o final do experimento (Figuras 16 e19)

e foi observado um aumento na excrecdo de potdssio no mesmo tempo (Figura 24).
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S - a a T
£ 100+ ]
o
o
30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)

Tempo (minutos) controle BthTx I Indometacina + BthTx |
30 110,11 £3,7 108,40 £ 1,0 106,6 2.9
60 108,27 + 4,88 127,50 £5,9 * 1044+39a
90 108,69 + 5,09 145,10 £ 6,2 * 1084+49a
120 110,28 + 3,09 171,20+ 6,3 * 114,7+5,0a

Figura 11 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BthTx I) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10 png/mL)
+ BthTx I na pressdo de perfusdo (PP). Os dados sdo expressos por média + E.P.M.
Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com
p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) ¢ a=

comparag¢ao entre Bothrops jararacussu (BthTx I) e indometacina (indo) + BthTx 1.
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I Controle
B BthTx |
—Indo + BthTx |

Tempo (minutos) controle BthTx I Indometacina + BthTx I
30 5,39+0,57 5,48 +0,18 5,89 +0,56
60 5,56 + 0,54 6,45 = 0,39 580+ 0,61
90 5,76 = 0,65 7,35+0,43 * 6,05+0,68 a
120 5,46+ 0,54 8,62+ 0,37 * 6,42+0,74a

Figura 12 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx I) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL)

+ BthTx I na resisténcia vascular renal (RVR). Os dados sdo expressos por média *

E.P.M. Anilise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de

Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo

controle (n = 6) e a= comparagao entre Bothrops jararacussu (BthTx I) e indometacina

(indo) + BthTx .
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I Controle
B BthTx |
—Indo + BthTx |

Tempo (minutos) controle BthTx I Indometacina + BthTx I
30 0,136 + 0,008 0,144+ 0,017 0,140 + 0,008
60 0,136 +0,004 | 0,162+0,015 * 0,137 £ 0,008
90 0,135+ 0,007 | 0,196+0,016 * 0,145+ 0,010
120 0,143 +£0,008 | 0,326 + 0,048 * 0,163 £0,013

Figura 13 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx I) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL)

+ BthTx I no fluxo urinério (FU). Os dados sdo expressos por média = E.P.M. Analise

estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05.

* = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a=

comparag¢ao entre Bothrops jararacussu (BthTx I) e indometacina (indo) + BthTx 1.
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30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)
Tempo (minutos) controle BthTx I Indometacina + BthTx |
30 0,644 + 0,069 0,681 + 0,044 0,631 + 0,035
60 0,673 0,051 0,538 £ 0,041 * 0,705 + 0,068 a
90 0,625 + 0,054 0,710 + 0,040 0,617 + 0,038
120 0,678 = 0,065 0,855+ 0,133 * 0,636 + 0,044 a

Figura 14 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BthTx I) (05 ug/mL) ¢ BthTx I + indometacina (indo)
(10 pg/mL) + BthTx I no ritmo de filtracdo glomerular (RFG). Os dados sdo expressos
por média = E.P.M. Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e
Teste t de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o
grupo controle (n = 6) e a= comparagao entre Bothrops jararacussu (BthTx I) ¢

indometacina (indo) + BthTx L.
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I Controle
B BthTx |
—JIndo + BthTx |

Tempo (minutos) Controle BthTx I Indometacina + BthTx |
30 81,94 + 1,24 84,75+ 2,75 83,51 + 1,01
60 81,11 +1,52 73,88 +£3,3 * 85,30+ 1,36 *a
90 79,26 + 0,90 74,84 + 3,04 * 81,53+ 1,54 *a
120 79,76 £ 0,56 62,23 £4,12 * 78,38+ 1,41 a

Figura 15 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx I) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pug/mL)

+ BthTx I no percentual de sédio trasportado (%TNa"). Os dados sdo expressos por

média = E.P.M. Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t

de Student com p<0,05. * = comparacdo entre os grupos tratados (n = 6) e 0 grupo

controle (n = 6) e a= comparagao entre Bothrops jararacussu (BthTx I) e indometacina

(indo) + BthTx L.
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Tempo (minutos) controle BthTx I Indometacina + BthTx |
30 65,36 + 2,47 65,55+ 5,19 62,30 + 3,47
60 66,38 3,31 55,79 £ 5,57 * 58,16 £5,76
90 67,20 = 4,04 69,26 £ 5,65 51,64 £5,61 *a
120 64,28 £5,93 64,78 £ 4,79 53,20 £ 3,45 *a

Figura 16 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx I) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pug/mL)

+ BthTx I no percentual de potassio transportado (%TK"). Os dados sdo expressos por

média = E.P.M. Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t

de Student com p<0,05. * = comparacdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo

controle (n = 6) e e a= comparagdo entre Bothrops jararacussu (BthTx I)

indometacina (indo) + BthTx .
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B BthTx |
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Tempo (minutos) controle BthTx I Indometacina + BthTx |
30 79,90 + 1,03 82,26 + 3,01 78,63 £ 1,87
60 81,25 +2,44 72,81 £5,37 * 79,39 + 1,84
90 77,32 +£222 73,26 + 6,13 75,97 £2,67
120 78,53 +2,33 57,94 +£9,02 * 74,66 =230 a

Figura 17 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx I) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pug/mL)

+ BthTx I no percentual de cloreto transportado ( %TCI). Os dados sdo expressos por

média = E.P.M. Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t

de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo

controle (n = 6) e a= comparagao entre Bothrops jararacussu (BthTx I) e indometacina

(indo) + BthTx L.
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30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)
Tempo (minutos) controle BthTx I Indometacina + BthTx |
30 79,82 + 2,47 80,57 £2,40 80,61 1,33
60 77,97 +£2,24 67,79 £3,92 * 81,95+ 1,62 a
90 77,90 + 2,69 70,38 £ 3,15 * 78,51+ 1,85a
120 77,41 £ 3,24 58,34 +£4,22 * 73,97+ 1,76 a

Figura 18 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BthTx I) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pug/mL)
+ BthTx I percentual de transporte proximal de sodio (%pTNa’). Os dados sdo
expressos por média + E.P.M. Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n
= 6) e o grupo controle (n = 6) e a= comparagao entre Bothrops jararacussu (BthTx I) e

indometacina (indo) + BthTx .
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B BthTx |
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Tempo (minutos) Controle BthTx I Indometacina + BthTx |
30 56,77 + 2,50 55,36 +5,54 59,40 + 3,69
60 57,75 +£2,39 44,70 £ 6,15 * 54,81 + 6,02
90 56,84 £ 1,67 59,80 + 5,87 48,62 + 5,80 *
120 58,92 +£3,49 55,89 + 5,05 48,79 + 3,65 *

Figura 19 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx I) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pug/mL)

+ BthTx I percentual de transporte proximal de potassio (%pTK'). Os dados sdo

expressos por média + E.P.M. Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de

Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n

= 6) e o grupo controle (n = 6) e a= comparagao entre Bothrops jararacussu (BthTx I) e

indometacina (indo) + BthTx .
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Tempo (minutos) Controle BthTx I Indometacina + BthTx |
30 76,81 + 1,25 78,08 + 3,65 76,13 £2,35
60 78,49 + 2,90 66,72 + 6,15 * 75,79 £2,21
90 76,58 + 1,20 68,80 + 6,15 * 73,04 £ 3,18
120 76,36 + 2,40 54,05+9,13 * 70,75 + 2,96 *a

Figura 20 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx I) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pug/mL)

+ BthTx I no percentual de transporte proximal de cloreto (%pTCl’). Os dados sdo

expressos por média + E.P.M. Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de

Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n

= 6) e o grupo controle (n = 6) e a= comparagao entre Bothrops jararacussu (BthTx I) e
indometacina (indo) + BthTx .
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Tempo (minutos) Controle BthTx I Indometacina + BthTx |
30 15,34 £1,07 16,91 £3,92 14,95+ 1,37
60 14,01 £1,10 17,95 +2,69 * 14,49+ 1,33 a
90 16,13 £1,13 25,98 £ 4,83 * 16,12+ 1,89 a
120 17,05 +1,99 43,83 +9,26 * 20,24+ 1,79 a

Figura 21 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx I) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pug/mL)

+ BthTx I no sodio excretado (ENa’). Os dados sio expressos por média = E.P.M.

Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com

p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a=

comparagdo entres os grupos tratados com Bothrops jararacussu (BthTx I)

indometacina (indo) + BthTx 1.
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Tempo (minutos) Controle BthTx I Indometacina + BthTx |
30 1,10+£0,18 1,49 + 0,35 1,28 £0,15
60 1,14+0,15 1,29 +0,17 1,38 £ 0,15
90 1,02+0,10 1,40 £ 0,35 * 1,40 +£0,17 *
120 0,99 +0,17 1,60 + 0,30 * 1,35+0,15 *

Figura 22 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx I) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pug/mL)

+ BthTx I no potassio excretado ( EK"). Os dados sdo expressos por média + E.P.M.

Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com

p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a=

comparagao entre Bothrops jararacussu (BthTx I) e indometacina (indo) + BthTx 1.
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Tempo (minutos)
Tempo (minutos) Controle BthTx I Indometacina + BthTx |
30 14,65 + 3,45 13,89 + 3,58 15,24 + 1,30
60 15,28 + 3,52 4,21 +£2,51 14,79 £ 1,18
90 15,44 + 2,75 19,56 + 4,19 16,07 1,74
120 15,42 +£2,61 33,77+ 7,54 * 19,35+ 1,48 a

Figura 23 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx I) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pug/mL)

+ BthTx I no cloreto excretado (ECI). Os dados sdo expressos por média = E.P.M.

Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com

p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a=

comparagao entre Bothrops jararacussu (BthTx I) e indometacina (indo) + BthTx 1.
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4.1.4 Miotoxina II purificada da serpente Bothrops jararacussu (BthTx II) acido
aspartico 49

A miotoxina II apresentou um aumento significativo na pressio de perfusao
(PP) a partir dos 60 minutos, até o final do experimento (Figura 24).

Quanto ao efeito na resisténcia vascular renal (RVR) causado pela BthTx II,
foi observado um aumento significativo aos 90 e 120 minutos (Figura 25).

BthTx II aumentou significativamente o fluxo urinario (FU) aos 90 minutos,
permanecendo até o final do experimento (Figura 26).

O ritmo de filtragdo glomerular (RFG) diminui aos 60 minutos e aumentou
com esta toxina aos 90 e 120 minutos, quando comparado com o grupo controle (Figura
27).

O efeito causado pela BthTx II no percentual de transporte tubular de sodio
(%TNa") foi uma diminuicio significativa em relagdo ao grupo controle aos 60 minutos,
permanecendo até o final do experimento (Figura 28).

No percentual do transporte tubular proximal de sodio (%pTNa") houve uma
diminui¢do neste transporte quando comparado com o grupo controle aos 60, 90 e 120
minutos (Figura 29).

Observou-se uma diminui¢do significativa no transporte tubular de potassio
(%TK") somente aos 60 minutos, retornando aos parimetros normais aos 90 e 120
minutos (Figura 30).

Foi observado, logo aos 60 minutos, uma diminui¢do bastante significativa
no percentual de transporte tubular proximal de potassio (%pTK") desta miotoxina
permanecendo até o final do experimento (Figura 31).

Com relacdo aos efeitos produzidos pela BthTx II no percentual de
transporte tubular de cloreto (%TCI") observou-se uma diminuicao deste transporte com
relacdo ao grupo controle aos 60 minutos permanecendo até o final do experimento
(Figura 32).

No percentual do transporte tubular proximal de cloreto (%pTCl’), a BthTx
II apresentou uma queda significativa, que se inicia aos 60 minutos persistindo até o
final do experimento (Figura 33).

Na excre¢do de sodio (ENa') o aumento desta mitoxina foi significativo,
quando comparado com o grupo controle, aos 90 minutos persistindo até o final

experimento (Figura 34).
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A excrecio de potassio (EK") esta aumentada aos 90 minutos, permanecendo
até o final do experimento (Figura 35).
Na excrecao de cloreto (ECI), observou-se um aumento significativo aos 90

e 120 minutos (Figura 36).

4.1.5 Miotoxina II purificada da serpente Bothrops jararacussu (BthTx II) acido
aspartico 49 com indometacina

A indometacina conseguiu reverter os efeitos causados pela BthTx II,
quando comparado ao grupo controle, no ritmo de filtragdo glomerular (RFG) (Figura
27),transporte tubular de sodio (%TNa") e no percentual do transporte tubular proximal

de sodio (%pTNa"). (Figuras 28 e 31).
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Tempo (minutos) controle BthTx II Indometacina + BthTx II
30 110,11 £3,7 108,70 + 1,30 111,70 +2,4
60 108,27 +£4,88 | 123,10+4,9 * 124,40 £ 5,3 *
90 108,69 £5,09 | 147,30 +4,5* 130,60 £ 6,1 *a
120 110,28 £3,09 | 175,50 £ 7,20 * 135,90 + 8,40 *a

Figura 24 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina II purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BthTx II) (05 pg/mL)

pg/mL) + BthTx II na pressdao de perfusdo (PP). Os dados sdo expressos por média +

e indometacina (indo) (10

E.P.M. Anilise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de

Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle

(n = 6) e a= comparagao entre Bothrops jararacussu (BthTx II) e indometacina (indo) +

BthTx II.
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Tempo (minutos) controle BthTx II Indometacina + BthTx II
30 5,39+ 0,57 5,56 £ 0,21 5,63 +0,23
60 5,56 £0,54 6,30 = 0,39 6,29 +0,38
90 5,76 + 0,65 7,50 +£0,31 * 6,62 £ 0,44 *a
120 5,46 £ 0,54 8,90 + 0,36 * 6,91 = 0,55 *a

Figura 25 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina II purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx II) (05 pg/mL)

e indometacina (indo) (10

pg/mL) + BthTx II na resisténcia vascular renal (RVR). Os dados sdo expressos por

média = E.P.M. Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t

de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo

controle (n = 6) e a= comparagdo entre Bothrops jararacussu (BthTx II)

indometacina (indo) + BthTx II.
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Tempo (minutos) controle BthTx II Indometacina + BthTx 11
30 0,136 + 0,008 0,134 +0,019 0,147 £ 0,005
60 0,136 £ 0,004 | 0,132+0,014 0,150 £+ 0,005
90 0,135+0,007 | 0,218 0,047 * 0,183+0,017 *
120 0,143 £0,008 | 0,373 +0,085 * 0,206 £ 0,028 *a

Figura 26 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I I purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx II) (05 pg/mL)

e indometacina (indo) (10

pg/mL) + BthTx II no fluxo urinario (FU). Os dados sdo expressos por média = E.P.M.

Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com

p<0,05. * = comparagdo entre os grupostratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a=

comparagao entre Bothrops jararacussu (BthTx II) e indometacina (indo) + BthTx II.
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Tempo (minutos)
Tempo (minutos) controle BthTx II Indometacina + BthTx 11
30 0,644 + 0,069 | 0,625+ 0,063 0,679 + 0,044
60 0,673 £0,051 | 0,448 + 0,068 * 0,658 +£ 0,062 a
90 0,625+ 0,054 | 0,795+0,216 0,693 + 0,072
120 0,678 £ 0,065 | 1,224+ 0,282 * 0,897 + 0,186

Figura 27 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina II purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx II) (05 pg/mL)

e indometacina (indo) (10

ug/mL) + BthTx II no ritmo de filtracdo glomerular (RFG). Os dados sdo expressos por

média + E.P.M. Anadlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t

de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo

controle (n = 6) ¢ a= comparagdo entre Bothrops jararacussu (BthTx II)

indometacina (indo) + BthTx II.
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30 81,94 £ 1,24 83,44 £2,52 84,72 £ 1,36
60 81,11 £1,52 72,82 + 4,87 * 82,90+ 1,77 a
90 79,26 + 0,90 71,63 £4,26 * 80,13+ 1,04 a
120 79,76 £ 0,56 70,96 +£2,93 * 79,72+ 1,61 a

Figura 28 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina II purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BthTx II) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10
ug/mL) + BthTx II no percentual de sédio transportado(%TNa’). Os dados sdo
expressos por média + E.P.M. Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n
= 6) e o grupo controle (n = 6) e a= comparacdo entre Bothrops jararacussu (BthTx II)

e indometacina (indo) + BthTx II.
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Tempo (minutos) controle BthTx II Indometacina + BthTx 11
30 65,36 + 2,47 68,68 + 3,50 67,80 + 2,48
60 66,38 3,31 50,86 £ 6,16 * 60,63 3,38 *
90 67,20 = 4,04 58,34 £498 * 58,31 £291*
120 64,28 £5,93 62,44 + 3,67 61,41 +3,77

Figura 29 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina II purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BthTx II) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10
ug/mL) + BthTx II no percentual de potassio transportado (%TK'). Os dados sdo
expressos por média £ E.P.M. Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * = comparagao entre os grupos tratados (n
= 6) ¢ 0 grupo controle (n = 6) ¢ a= comparagdo entre Bothrops jararacussu (BthTx II)

e indometacina (indo) + BthTx II.
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Tempo (minutos) controle BthTx II Indometacina + BthTx II
30 79,90 £+ 1,03 79,01 + 4,77 80,38 £2,78
60 81,25+2,44 66,23 £ 9,44 * 76,16 £2,53 *
90 77,32 +£2,22 64,00 £9,32 * 73,83 £1,37 *
120 78,53 £2,33 64,75 £6,33 * 73,26 = 0,60 *

Figura 30 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx II) (05 pg/mL)

e indometacina (indo) (10

pg/mL) + BthTx II no percentual de cloreto transportado (%TCI). Os dados sdo

expressos por média + E.P.M. Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de

Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n

= 6) e o grupo controle (n = 6) e a= comparacdo entre Bothrops jararacussu (BthTx II)
e indometacina (indo) + BthTx II.
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30 79,82 + 2,47 80,17 £ 3,16 82,16 £ 1,56
60 77,97 +£2,24 67,54+ 5,96 * 79,21 +2,12 a
90 77,90 £ 2,69 67,01 £4,85* 76,75+ 1,15 a
120 77,41 £ 3,24 68,11 +£3,07 * 77,02+ 1,72 a

Figura 31 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina II purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BthTx II) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10
ug/mL) + BthTx II no percentual de transporte proximal de sédio (%pTNa’). Os dados
sdao expressos por média = E.P.M. Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * = comparacao entre os grupos tratados
(n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a= comparagdo entre Bothrops jararacussu (BthTx
IT) e indometacina (indo) + BthTx II.
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60 57,75+ 2,39 35,58+6,77 * 46,94 £ 3,75 *
90 56,84+ 1,67 43,72 £ 5,57 * 4493 +3,01 *
120 58,92 + 3,49 49,60 + 3,92 * 48,71 £ 3,86 *

Figura 32 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina II purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BthTx II) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10
ug/mL) + BthTx II no percentual de transporte proximal de potassio (%pTK"). Os
dados s3o expressos por média + E.P.M. Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste
de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * = comparacao entre os grupos tratados
(n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a= comparagdo entre Bothrops jararacussu (BthTx

IT) e indometacina (indo) + BthTx II.
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30 76,81 £ 1,25 75,74 £ 3,13 77,82 + 3,13
60 78,49 +£2,90 60,95 +£4,27 * 72,47 £4,27 *a
90 76,58 = 1,20 59,37 +2,29 * 70,45 + 2,29 *a
120 76,36 +2,40 61,90 +3,53 * 70,58 + 3,53 *a

Figura 33 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina I I purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx II) (05 pg/mL)

e indometacina (indo) (10

pg/mL) + BthTx II no percentual de transport proximal de cloreto ( %pTCl’). Os dados

sao expressos por média = E.P.M. Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste de

Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n

= 6) e o grupo controle (n = 6) e a= comparacdo entre Bothrops jararacussu (BthTx II)

e indometacina (indo) + BthTx II.




88

75+
En * I Controle
é I BthTx I
. =0 [ Indo + BthTx Il
< " 50
D
o
L a
3 *
+v 25_
@©
Z
0_
30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)
Tempo (minutos) Controle BthTx II Indometacina + BthTx 11
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90 16,13 + 1,13 29,30+ 7,20 * 19,69 + 1,17 *
120 17,05 + 1,99 59,50 £ 7,70 * 24,11+ 1,40 *

Figura 34 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina II purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx II) (05 pg/mL)

e indometacina (indo) (10

ug/mL) + BthTx II no sédio excretado (ENa’). Os dados sdo expressos por média +

E.P.M. Anadlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni ¢ Teste t de

Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle

(n = 6) e a= comparagdo entre Bothrops jararacussu (BthTx II) e indometacina (indo) +

BthTx II.
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90 1,02 £0,10 1,57 £0,07 * 1,46 £ 0,27 *
120 0,99 £ 0,17 2,48 £ 0,66 * 1,45 £ 0,30 *a

Figura 35 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina II purificada do veneno da

serpente Bothrops jararacussu (BthTx II) (05 pg/mL)

e indometacina (indo) (10

pg/mL) + BthTx II no potassio excretado (EK"). Os dados sdo expressos por média +

E.P.M. Anadlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni ¢ Teste t de

Student com p<0,05. * = comparag¢do entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo

controle (n = 6) ¢ a= comparagdo entre Bothrops jararacussu (BthTx II)

indometacina (indo) + BthTx II.
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Tempo (minutos) Controle BthTx II Indometacina + BthTx 11
30 14,65 + 3,45 14,94 + 3,99 14,36 + 1,30
60 15,28 £3,52 15,81 £ 3,68 15,93 +1,16
90 15,44 £2,75 27,58 £ 6,02 * 20,75+ 1,17 *
120 15,42 +2,61 49,65 +9,04 * 24,62 + 1,28 *a

Figura 36 — Efeitos renais promovidos pela miotoxina II purificada do veneno da
serpente Bothrops jararacussu (BthTx II) (05 pg/mL) e indometacina (indo) (10
pg/mL) + BthTx II no cloreto excretado ( ECI'). Os dados sdo expressos por média +
E.P.M. Anadlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni ¢ Teste t de
Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle
(n = 6) e a= comparagdo entre Bothrops jararacussu (BthTx II) e indometacina (indo) +

BthTx II.
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4.1.6 Tezosentan antagonista de receptor de endotelina

O tezosentan apresentou uma diminui¢do significativa na pressdo de
perfusdo (PP) ha partir 60 minutos, até o final do experimento (Figura 37).

Quanto ao efeito na resisténcia vascular renal (RVR), tezosentan causou uma
diminui¢do aos 90 minutos, permanecendo até o final do experimento (Figura 38).

Tezosentan nao alterou significativamente o fluxo urindrio (FU) (Figura 39).

O ritmo de filtracao glomerular (RFG) aumentou significativamente, quando
comparado com o grupo controle aos 60 minutos ¢ 120 minutos com o tezosentan
(Figura 40).

O efeito causado pelo tezosentan no percentual de transporte tubular de
sodio (%TNa") foi um aumento significativo em relagdo ao grupo controle aos 90
minutos, permanecendo até o final do experimento (Figura 41).

O percentual do transporte tubular proximal de sédio (%pTNa’) aumentou
aos 60 ,90 e 120 minutos (Figura 42).

Observou-se um aumento significativo no transporte tubular de potassio
(%TK") a partir dos 60 minutos, permanecendo até o final do experimento. (Figura 42).

Foi observado, logo aos 60 minutos, um aumento significativo do tezosentan
no percentual de transporte tubular proximal de potassio (%pTK") aos 60 minutos e 90
minutos (Figura 45).

Com relagdo aos efeitos produzidos pelo tezosentan no percentual de
transporte tubular de cloreto (%TCI) observou-se um aumento deste transporte com
relagdo ao grupo controle aos 120 minutos (Figura 43).

Quando foi relacionado ao grupo controle no percentual do transporte
tubular proximal de cloreto (%pTCl), o tezosentan apresentou um aumento
significativo aos 90 e 120 minutos (Figura 46).

Na excrecdo do sodio (ENa'). Foi observado um aumento significativo
provocado pelo tezosentan aos 60 minutos, retornando em seguida aos parametros
normais (Figura 47).

A excrecio de potassio (EK") estd diminuida aos 90 minutos e aos 120
minutos, quando comparado ao controle (Figura 48).

Na excrecdo de cloreto (ECIl), ndo foi observado nenhuma alteracao

significativa deste pardmetro quando comparado com o grupo controle (Figura 49).
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4.1.7 Miotoxina I purificada da serpente Bothrops moojeni (BmTx I) lisina 49 com

indometacina

BmTxI alterou todo os parametro renais (BARBOSA et al.,, 2002).
Indometacina bloqueia alteragdes observadas no ritmo de filtragdo glomerular (RFG) e
no percentual de transporte tubular de sodio, causado pela miotoxina I purificada do

veneno da serpente Bothrops moojeni quando comparado com o grupo controle (Figuras

42 e 44),

4.1.8 Miotoxina I purificada da serpente Bothrops moojeni (BmTx I) lisina 49 com

tezosentan

Tezosentan bloqueia todos os efeitos causados pela miotoxina I da Bothrops
moojeni além de provocar uma inversao nos parametro de ritmo de filtragdo glomerular
(RFG) (Figura 40) e fluxo urinario (FU) (Figura 39), apresentando uma diminuicao de
ambos, enquanto que nas excregdes de sodio potassio e cloro, foi observado uma

diminui¢ao dos efeitos. Contrastando com o observado em Bmtx I (Figuras 47, 48 ¢ 49).
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Tempo (Min) Controle Indo + BmTx 1 | Tezosentan Tezos + BmTx I
30 110,11 +3,7 108,70 + 2,30 106,30 + 4,3 107,90 + 2,7
60 108,27 + 4,88 111,00 +4,5 98,60 £4,0 * 111,80+ 2,2 a
90 108,69 + 5,09 117,10 £ 5,6 91,80 £ 3,1 * 113,70+ 1,7 a
120 110,28 +3,09 | 128,70+5,6 * | 87,20+3,8 * 112,40+2,3 a

Figura 37 — Efeitos renais promovidos pela indometacina (indo) (10 pg/mL) e

miotoxina I purificada do veneno da serpente Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL) ,

tezosentan (Tezos) (10 pg/mL) e tezosentan (10 pg/mL) + BmTx I (05 pg/mL) na

pressdo de perfusdo (PP). Os dados sdo expressos por média = E.P.M. Andlise

estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05.

* = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a=

comparagao entre tezosentan e tezosentan + BmTx I.
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Tempo (minutos)
Tempo (min) Controle Indo + BmTx I Tezosentan Tezos + BmTx I
30 5,39 +0,57 5,58 +0,52 5,42 +£0,56 5,74+ 0,42
60 5,56 £0,54 5,76 £ 0,52 5,03 +£0,52 5,90+ 0,35
90 5,76 + 0,65 6,11 £0,71 4,63+043 * 5,99+0,34 a
120 5,46 £ 0,54 7,04 +0,75 * 435+0,39 * 5,94+0,37 a

Figura 38 — Efeitos renais promovidos pela indometacina (indo) (10 pg/mL) e
miotoxina I purificada do veneno da serpente Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL) ,
tezosentan (Tezos) (10 pug/mL) e tezosentan (10 pg/mL) + BmTx I (05 pg/mL) na
resisténcia vascular renal (RVR). Os dados sdo expressos por média + E.P.M. Analise
estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05.
* = comparagdo entre os grupostratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) ¢ a=

comparacao entre tezosentan e tezosentan + BmTx I.
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Tempo (min) Controle Indo + BmTx I Tezosentan Tezos + BmTx I
30 0,136 £0,008 | 0,149+0,012 0,133 £0,011 0,141 £0,004
60 0,136 £0,004 | 0,173 £0,013 * | 0,156 +0,017 * | 0,119 +0,005 a
90 0,135+0,007 | 0,193 +£0,013 * | 0,135+0,013 0,103 £ 0,004 *a
120 0,143 +£0,008 | 0,215+0,011 * | 0,129+0,012 0,104 £ 0,006 *a

Figura 39 — Efeitos renais promovidos pela indometacina (indo) (10 pg/mL) e

miotoxina I purificada do veneno da serpente Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL) ,

tezosentan (Tezos) (10 pg/mL) e tezosentan (10 pg/mL) + BmTx I (05 pg/mL) no fluxo

urinario (FU). Os dados sdo expressos por média = E.P.M. Andlise estatistica foi feita

por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * = comparacao

entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a= comparagdo entre

tezosentan e tezosentan + BmTx I.
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Tempo (min) Controle Indo + BmTx I Tezosentan Tezos + BmTx I
30 0,644 £ 0,069 | 0,650+0,035 0,649 + 0,052 0,651 £0,042
60 0,673 £0,051 0,729 £0,053 | 0,945+0,099 * | 0,597+ 0,067 a
90 0,625 +£0,054 | 0,679 +0,054 0,755+ 0,104 0,583 £ 0,061 a
120 0,678 £ 0,065 0,787 £0,074 | 0,860 £0,123 * | 0,537 + 0,065 *a

Figura 40 — Efeitos renais promovidos pela indometacina (indo) (10 pg/mL) e

miotoxina I purificada do veneno da serpente Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL) ,

tezosentan (Tezos) (10 pg/mL) e tezosentan (10 pg/mL) + BmTx I (05 pg/mL) no ritmo

filtragdo glomerular (RFG). Os dados sdo expressos por média + E.P.M. Andlise

estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05.

* = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) o grupo controle (n = 6) e a=

comparacao entre tezosentan e tezosentan + BmTx I.
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Tempo (minutos)
Tempo (min) Controle Indo + BmTx I Tezosentan Tezos + BmTx I
30 81,94+ 1,24 83,05 +2,42 80,29 + 1,37 80,07 + 1,52
60 81,11 +1,52 83,43 + 1,37 84,42 + 1,21 80,98 + 2,47
90 79,26 + 0,90 78,53+ 1,14 82,49 +£1,38 * 84,31 +1,81 *
120 79,76 + 0,56 76,25 £ 1,72 * 85,20 +0,83 * 82,56 £+ 1,87 *

Figura 41 — Efeitos renais promovidos pela indometacina (indo) (10 pg/mL) e
miotoxina I purificada do veneno da serpente Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL) ,
tezosentan (Tezos) (10 pg/mL) e tezosentan (10 pg/mL) + BmTx I (05 pg/mL) no
percentual de sédio transportado (%TNa"). Os dados sdo expressos por média + E.P.M.
Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com
p<0,05. * = comparacao entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a=

comparacao entre tezosentan e tezosentan + BmTxI.
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Tempo (min) Controle Indo + BmTx I Tezosentan Tezos + BmTx I
30 65,36 £2.,47 65,29+ 3,74 65,69 + 1,50 65,51 +2,64
60 66,38 + 3,31 57,82 +4,41 * 72,44 £ 1,54 * 65,56 + 3,85
90 67,20+ 4,04 48,03 £522 * 72,01 £1,19 * 71,17 +£2,77 *
120 64,28 + 5,93 57,56 £ 4,83 * 74,10 £ 0,79 * 69,81 + 2,65

Figura 42 — Efeitos renais promovidos pela indometacina (indo) (10 pg/mL) e

miotoxina I purificada do veneno da serpente Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL) ,

tezosentan (Tezos) (10 pg/mL) e tezosentan (10 pg/mL) + BmTx I (05 pg/mL) no

percentual de potéssio transportado (%TK"). Os dados sdo expressos por média =+

E.P.M. Anidlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de

Student com p<0,05. * = comparacdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo

controle (n = 6) e a= comparagao entre tezosentan e tezosentan + BmTx I.
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Tempo (minutos)
Tempo (Min) Controle Indo + BmTx I Tezosentan Tezos + BmTx I
30 79,90 + 1,03 77,67 +4,67 77,31 £2,65 77,70 £ 2,52
60 81,25 +2,44 77,86 +2,5 81,47 +£ 3,15 79,90 + 3,34
90 77,32 +£2,22 71,40 £2,42 * 80,07 + 2,08 82,27 + 3,38
120 78,53 +£2,33 70,13 £3,52 * 83,61 +£2,32 * 81,38 + 3,39

Figura 43 — Efeitos renais promovidos pela indometacina (indo) (10 pg/mL) e

miotoxina I purificada do veneno da serpente Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL) ,

tezosentan (Tezos) (10 pg/mL) e tezosentan (10 pg/mL) + BmTx I (05 pg/mL) no

percentual de cloreto transportado (%TCI'). Os dados sdo expressos por média + E.P.M.

Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com

p<0,05. * = comparagdo entre os grupostratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) ¢ a=

comparacao entre tezosentan e tezosentan + BmTx I.
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Tempo (min) Controle Indo + BmTx I Tezosentan Tezos + BmTx I
30 79,82 +£2,47 79,38 + 3,05 80,82 £ 1,29 77,93 £ 1,85
60 77,97 £ 2,24 79,11 £ 1,59 83,93 +1,16* 78,34 + 2,81
90 77,90 + 2,69 74,01 £ 1,33 * 81,15+ 1,54 81,85+ 1,96
120 77,41 £ 3,24 70,86 £ 2,19 * 84,39+ 0,91 * 79,33+ 1,95

Figura 44 — Efeitos renais promovidos pela indometacina (indo) (10 pg/mL) e
miotoxina I purificada do veneno da serpente Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL) ,
tezosentan (Tezos) (10 pug/mL) e tezosentan (10 pug/mL) + BmTx I (05 pg/mL) no
percentual de transporte proximal de sédio(pTNa"). Os dados sdo expressos por média +
E.P.M. Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni ¢ Teste t de
Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle

(n = 6) e a= comparacao entre tezosentan e tezosentan + BmTx L.
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Tempo (min) Controle Indo + BmTx I Tezosentan Tezos + BmTx I
30 56,77 +2,50 56,62 £ 4,41 58,21 +1,59 58,3729
60 57,75 £ 2,39 48,50 + 4,62 * 6395+1,48 * 5791 +£4,16
90 56,84 £ 1,67 38,51 £5,27 * 62,67 +1,30 * 63,72 +£2,93 *
120 58,92 + 3,49 47,16 £5,18 * 65,69 £ 0,83 * 61,57 +2,74

Figura 45 — Efeitos renais promovidos pela indometacina (indo) (10 pg/mL) e

miotoxina I purificada do veneno da serpente Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL) ,

tezosentan (Tezos) (10 pug/mL) e tezosentan (10 pug/mL) + BmTx I (05 pug/mL) no

percentual de transporte proximal de potassio (%pTK"). Os dados sdo expressos por

média = E.P.M. Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t

de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo

controle (n = 6) e a= comparagdo entre tezosentan e tezosentan + BmTx 1.
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Tempo (minutos)
Tempo (min) Controle Indo + BmTx I Tezosentan Tezos + BmTx I
30 76,81 +£1,25 74,02 + 5,63 77,31 £2,65 73,56 +£2,97
60 78,49 + 2,90 73,53 £2,88 * 81,47+3,15* 75,25 +3,77
90 76,58 + 1,20 66,88 £2,78 * 80,07 £2,08 * 77,82 +3,5
120 76,36 + 2,40 64,74 + 4,29 83,61 +£2,32 76,15+ 3,47

Figura 46 — Efeitos renais promovidos pela indometacina (indo) (10 pg/mL) e

miotoxina I purificada do veneno da serpente Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL) ,

tezosentan (Tezos) (10 pug/mL) e tezosentan (10 pug/mL) + BmTx I (05 pug/mL) no

percentual de transporte proximal de cloreto (%pTCl). Os dados sdo expressos por

média = E.P.M. Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t

de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo

controle (n = 6) e a= comparagdo entre tezosentan e tezosentan + BmTx 1.
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Il Controle

I Indo + BmTx|

Il Tezosentan

1 Tezosentan + BmTx

30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)
Tempo (Min) Controle Indo + BmTx I Tezosentan Tezos + BmTx I
30 1534+ 1,07 | 1491+222 1534 + 2,26 16,63 £ 0,50
60 14,01 £ 1,10 18,13 £2,96 * 18,60 + 4,21 * 13,64 £0,92
90 16,13 £1,13 22,37 +£3,23 * 15,99 £2,98 11,48 £0,82 *
120 17,05 £1,99 27,87 +£2,67 * 15,41 £2,40 11,72 £0,94 *

Figura 47 — Efeitos renais promovidos pela indometacina (indo) (10 pg/mL) e

miotoxina I purificada do veneno da serpente Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL) ,

tezosentan (Tezos) (10 pug/mL) e tezosentan (10 pg/mL) + BmTx I (05 pg/mL) no sédio

excretado (ENa"). Os dados sdo expressos por média + E.P.M. Analise estatistica foi

feita por ANOVA e teste de Bonferroni ¢ Teste t de Student com p<0,05. * =

comparacao entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a= comparagao

entre tezosentan e tezosentan + BmTx 1.
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Tempo (min) Controle Indo + BmTx I Tezosentan Tezos + BmTx I
30 1,10+ 0,18 1,25+0,21 1,10+0,12 0,98 £0,03
60 1,14 £ 0,15 1,60+ 0,17 * 1,16 £ 0,20 0,81 £0,05*
90 1,02+0,10 1,65+0,19 * 1,02+0,13 0,64 £ 0,04 *a
120 0,99 £0,17 1,46 £ 0,19 * 0,98 £ 0,08 0,61 £0,05 *a

Figura 48 — Efeitos renais promovidos pela indometacina (indo) (10 pg/mL) e
miotoxina I purificada do veneno da serpente Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL),
tezosentan (Tezos) (10 pg/mL) e tezosentan (10 pg/mL) + BmTx I (05 pg/mL) no
potassio excretado (EK'). Os dados sio expressos por média + E.P.M. Anilise
estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05.
* = comparacdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a=

comparacao entre tezosentan e tezosentan + BmTx I.
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Tempo (minutos)
Tempo(min) Controle Indo + BmTx I | Tezosentan Tezos + BmTx I
30 14,65 + 3,45 16,35+ 2,24 16,94 + 2,31 16,81 + 1,42
60 15,28 + 3,52 19,70 + 2,83 19,34 + 3,68 13,51 £1,04
90 15,44 + 2,75 23,62+299* | 16,46+ 2,75 11,93 +£0,91 *
120 15,42 + 2,61 27,34 +2,19* | 15,65+2,37 11,60+ 1,10 *

Figura 49 — Efeitos renais promovidos pela indometacina (indo) (10 pg/mL) e
miotoxina I purificada do veneno da serpente Bothrops moojeni (BmTx I) (05 pg/mL) ,
tezosentan (Tezos) (10 pg/mL) e tezosentan (10 pug/mL) + BmTx I (05 pg/mL)) no
cloreto excretado (ECI). Os dados sdao expressos por média + E.P.M. Analise estatistica
foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * =

comparag¢do entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6)
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4.1.9 Lectina purificada da serpente Bothrops moojeni (BmLec)

A lectina apresentou um aumento significativo na pressao de perfusdo (PP)
aos 60 minutos, permaneceu aumentada até o final do experimento (Figura 50).

Quanto ao efeito na resisténcia vascular renal (RVR), Bmlec causou um
aumento aos 60 minutos, permanecendo até o final do experimento (Figura 51).

BmLec aumentou significativamente, quando comparado ao grupo controle,
o fluxo urinario (FU) aos 90 e 120 minutos (Figura 52)

O ritmo de filtragdo glomerular (RFG) diminuiu aos 60 minutos ¢ aumentou
com esta lectina aos 90 e 120 minutos, quando comparado com o grupo controle (Figura
53).

O efeito causado pela BmLec no percentual de transporte tubular de sodio
(%TNa") foi uma diminui¢do significativa aos 60 minutos, retornando aos parametros
normais a partir do 90 minutos (Figura 54).

No percentual do transporte tubular proximal de sodio (%pTNa") houve uma
diminui¢do neste transporte quando comparado com o grupo controle aos 60 minutos,
retornando ao parametro normais aos 90 minutos (Figura 57).

Observou-se uma diminuigdo significativa no transporte tubular de potassio
(%TK") somente aos 60 minutos,retornando aos parimetro normais aos 90 e 120
minutos (Figura 55).

Foi observado, logo aos 60 minutos, uma diminui¢do bastante significativa
no percentual de transporte tubular proximal de potassio (%pTK") desta lectina (Figura
58).

Com relagdo aos efeitos produzidos pela BmLec no percentual de transporte
tubular de cloreto (%TCl") observou-se uma diminui¢ao deste transporte com relagdo ao
grupo controle aos 60 minutos retornado aos parametros normais. (Figura 56).

Quando foi relacionado ao grupo controle no percentual do transporte
tubular proximal de cloreto (%pTCl), a BmLec apresentou uma queda significativa,
somente aos 60 minutos (Figura 59).

Na excreg¢do do sédio (ENa") foi observado aumento significativo provocado
pela lectina, quando comparado com o grupo controle, aos 90 minutos persistindo até o
final experimento (Figura 60).

A excregdo de potassio (EK") estd diminuida aos 60 minutos e aumentada

aos 120 minutos, quando comparado ao grupo controle (Figura 61).
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Na excrecao de cloro (ECI'), observou-se um aumento significativo aos 90 e

120 minutos (Figura 62).

4.1.10 Lectina purificada da serpente Bothrops moojeni (BmLec) com indometacina

Indometacina bloqueou todos os parametros causados pela lectina purificada

do veneno da Bothrops moojeni exceto o percentual do transporte proximal de potassio

e cloreto. (Figuras 58 e 59).
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I Controle
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S S a a a
E 100- ] ]
ol
ol
0_
30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)

Tempo (minutos) controle BmLec Indometacina+BmLec

30 110,11 £3,7 109,00 + 1,70 107,70 + 3,7

60 108,27 + 4,88 144,80 + 5,30 * 105,60+ 1,9 a

90 108,69 + 5,09 157,90 + 5,60 * 106,40 +1,5a

120 110,28 + 3,09 152,50 £ 2,10 * 108,90 +2,5a

Figura 50 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente
Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL) + BmLec na
pressao de perfusdo (PP). Os dados sdo expressos por média + E.P.M. Analise
estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05.
* = comparacdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a=
comparagao entre os grupos Bothrops moojeni (BmLec) e indometacina (indo) +

BmlLec.
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30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)
Tempo (minutos) controle BmLec Indometacina+BmLec
30 5,39+ 0,57 5,58 £ 0,28 5,76 + 0,59
60 5,56 + 0,54 7,44 +£0,51 * 556+0,45a
90 5,76 + 0,65 8,13+ 0,58 * 558+0,43 a
120 5,46 + 0,54 7,77 £ 0,30 * 5,66 +0,41 a

Figura 51 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente
Bothrops moojeni (BmLec) (10 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL) + BmLec na
resisténcia vascular renal (RVR). Os dados sdo expressos por média = E.P.M. Analise
estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05.
* = comparacdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a=
comparagao entre os grupos Bothrops moojeni (BmLec) e indometacina (indo) +

BmlLec.
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30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)
Tempo (minutos) controle BmLec Indometacina+BmLec
30 0,136 + 0,008 0,130+ 0,010 0,136 + 0,009
60 0,136 + 0,004 0,140+ 0,014 0,126 £ 0,007 *
90 0,135+0,007 | 0,199 + 0,009 * 0,113 0,007 *a
120 0,143 + 0,008 0,237+ 0,013 * 0,085 + 0,007 *a

Figura 52 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente

Bothrops moojeni (BmLec) (10 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL) + BmLec no

fluxo urinario ( FU). Os dados sdo expressos por média + E.P.M. Andlise estatistica foi

feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * =

comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a= comparagao

entre os grupos Bothrops moojeni (BmLec) e indometacina (indo) + BmLec.
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0.0-
30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)
Tempo (minutos) controle BmLec Indometacina+BmLec
30 0,644 + 0,069 0,623 + 0,038 0,646 + 0,068
60 0,673 0,051 0,475+ 0,041 * 0,760 + 0,149 a
90 0,625+ 0,054 | 0,801 +0,033 * 0,692 + 0,110
120 0,678 = 0,065 1,037 + 0,055 * 0,481 + 0,104 *a

Figura 53 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente

Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL) + BmLec no

ritmo de filtragdo glomerular (RFG). Os dados sdo expressos por média = E.P.M.

Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com

p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a=

comparagao entre os grupos Bothrops moojeni (BmLec) e indometacina (indo) +

BmlLec.
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30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)
Tempo (minutos) controle BmLec Indometacina+BmLec
30 81,94 £ 1,24 83,18 £ 1,38 83,16 £ 1,27
60 81,11 £1,52 77,25+ 1,36 * 84,70+ 1,5a
90 79,26 = 0,90 79,59 + 1,08 85,14 £ 1,5 *a
120 79,76 + 0,56 80,35+ 0,86 79,79 + 3,25

Figura 54 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente
Bothrops moojeni (BmLec) (10 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL) + BmLec no
percentual de sédio transportado (%TNa"). Os dados sdo expressos por média + E.P.M.
Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com
p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a=
comparagao entre os grupos Bothrops moojeni (BmLec) e indometacina (indo) +

Bmlec
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I Controle
[ 1BmLec
1 Indo + BmLec

Tempo (minutos) controle BmLec Indometacina+BmLec
30 65,36 £2,47 66,34 + 3,59 66,94 £ 2,55
60 66,38 + 3,31 59,78 £3,49 * 68,49 +£2,58
90 67,20 + 4,04 66,87 +2,13 69,16 £2,10
120 64,28 +5,93 67,90 + 1,65 61,50 +4,34

Figura 55 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente

Bothrops moojeni (BmLec) (10 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL) + BmLec no

percentual de potéssio transportado (%TK"). Os dados sdo expressos por média =+

E.P.M. Anidlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de

Student com p<0,05. * = comparacdao entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo

controle (n = 6) ¢ a= comparagdo entre os grupos Bothrops moojeni (BmLec) ¢

indometacina (indo) + BmLec.
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o
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30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)
Tempo (minutos) controle BmLec Indometacina+ mLec
30 79,90 = 1,03 82,58 £2,96 80,16 +£4,95
60 81,25 +2,44 75,02 £ 4,35 * 81,22+£3,72 a
90 77,32 +£2,22 76,17 2,15 75,30 + 4,58
120 78,53 £2,33 77,46 2,16 70,74 £3,02 *

Figura 56 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente
Bothrops moojeni (BmLec) (10 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL) + BmLec no
percentual de cloreto transportado (%TCl). Os dados sdo expressos por média + E.P.M.
Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com
p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a=
comparagao entre os grupos Bothrops moojeni (BmLec) e indometacina (indo) +
BmlLec.



100+

a
e % il . — =
75+ T as
+
©
£
% 504
S
254
O_
30.0 60.0 90.0 120.0

Tempo (minutos)

115

Il Controle
C—I1BmLec
1 Indo + BmLec

Tempo (minutos) controle BmLec Indometacina+BmLec
30 79,82 +£2,47 81,21 +2,09 79,74 £ 1,60
60 77,97 + 2,24 72,82 £2,57 * 81,07+1,83 a
90 77,90 + 2,69 78,67 £ 1,47 81,97 + 1,82
120 77,41 + 3,24 81,11 £ 0,87 75,26 + 3,90

Figura 57 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente

Bothrops moojeni (BmLec) (10 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL) + BmLec no

percentual de transporte proximal de sodio (%pTNa’). Os dados sdo expressos por

média = E.P.M. Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t

de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo

controle (n = 6) ¢ a= comparagdo entre os grupos Bothrops moojeni (BmLec) ¢

indometacina (indo) + BmLec.
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Tempo (minutos)
Tempo (minutos) controle BmLec Indometacina+BmLec
30 56,77 £2,50 59,09 + 4,00 58,52 £2,67
60 57,75+ 2,39 49,46 £ 3,73 * 59,86 £ 2,85
90 56,84+ 1,67 59,88 £2,22 60,98 + 2,38
120 58,92 + 3,49 62,66 = 1,63 51,96 +£4,98 *a

Figura 58 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente

Bothrops moojeni (BmLec) (10 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL) + BmLec no

percentual de transporte proximal de potassio (%pTK"). Os dados sdo expressos por

média = E.P.M. Anadlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t

de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) € o grupo

controle (n = 6) ¢ a= comparagdo entre os grupos Bothrops moojeni (BmLec) ¢

indometacina (indo) + BmLec.
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Tempo (minutos)
Tempo (minutos) controle BmLec Indometacina+BmLec
30 76,81 £ 1,25 79,33 +£3,61 77,15 + 5,65
60 78,49 +£2,90 68,77 £ 4,53 * 76,83 + 4,48
90 76,58 = 1,20 73,18 2,43 70,46 + 5,56
120 76,36 = 2,40 76,22 2,15 65,38 £ 3,61*a

Figura 59 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente

Bothrops moojeni (BmLec) (10 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL) + BmLec no

percentual de transporte proximal de cloreto (%pTCIl). Os dados sdo expressos por

média = E.P.M. Anadlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t

de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) € o grupo

controle (n = 6) ¢ a= comparagdo entre os grupos Bothrops moojeni (BmLec) ¢

indometacina (indo) + BmLec.
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Tempo (minutos)
Tempo (minutos) controle BmLec Indometacina+BmLec
30 15,34 £ 1,07 14,05 £ 1,47 15,18 £2,61
60 14,01 £1,10 14,96 £ 2,38 14,47 £2,53
90 16,13 + 1,13 22,63 £1,61 * 15,03+248 a
120 17,05 + 1,99 28,96 £2,31 * 14,70 +246 a

Figura 60 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente

Bothrops moojeni (BmLec) (10 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL) + BmLec no

sodio excretado (ENa"). Os dados sdo expressos por média + E.P.M. Anélise estatistica

foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * =

comparacao entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a= comparagao

entre os grupos Bothrops moojeni (BmLec) e indometacina (indo) + BmLec.
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Tempo (minutos) controle BmLec Indometacina + BmLec
30 1,10£0,18 0,97 £0,11 1,00 £0,12
60 1,14+ 0,15 0,95+0,12 * 1,04 £ 0,12
90 1,02+ 0,10 1,16 +£0,10 * 0,84 +£0,11a
120 0,99 £ 0,17 1,45+0,16 * 0,64 £0,12 *a

Figura 61 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente

Bothrops moojeni (BmLec) (10 ug/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL) + BmLec no

potassio excretado ( EK'). Os dados sdo expressos por média = E.P.M. Analise

estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05.

* = comparacdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6) e a=

comparagao entre os grupos Bothrops moojeni (BmLec) e indometacina (indo) +

BmlLec.
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[ 1BmLec
1 Indo + BmLec

Tempo (minutos) controle BmLec Indometacinat+BmLec
30 14,65 + 3,45 14,23 +1,25 11,60 £ 2,56
60 15,28 + 3,52 15,96 +2,16 11,12 £2,36 *a
90 15,44 £2,75 26,96 + 3,18 * 11,44 £2.29 *a
120 15,42 £2,61 3439+£536* 10,68 £2,29 *a

Figura 62 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente

Bothrops moojeni (BmLec) (10 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL) + BmLec no

cloreto excretado (ECI). Os dados sdo expressos por média + E.P.M. Analise estatistica

foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * =

comparacao entre os grupos tratados (n = 6) e ogrupo controle (n = 6) e a= comparagao

entre os grupos Bothrops moojeni (BmLec) e indometacina (indo) + BmLec.




121

4.1.11 Lectina purificada da serpente Bothrops jaracussu (Bjcul)

Nossos resultados foram similares ao descritos por Havt (2003).

A lectina de Bothrops jararacussu causou um aumento significativo do fluxo
urindrio aos 60 minutos, seguido de uma diminui¢do aos 120 minutos (Figura 65)

O ritmo de filtragdo glomerular diminuiu aos 60 minutos persistindo até final
de experimento (Figura 66)

A lectina pomoveu a diminui¢do do transporte tubular de sodio, potassio e
cloreto. (Figuras 67, 68 ¢ 69).

A lectina promoveu a diminuicao na excre¢do de potassio € o aumento na

excrecdo de cloreto (Figuras 73, 74 e 75).

4.1.12 Lectina purificada da serpente Bothrops jararacussu (Bjcul) com indometacina

Indometacina com lectina da Bothrops jararacussu causaram uma
diminui¢do no fluxo urindrio aos 60 minutos e persistiu até o final do experimento
enquanto que no ritmo de filtracdo glomerular aconteceu uma diminui¢do somente aos
120 minutos (Figura 65).

Quanto ao percentual de transportes tubulares foi observado um aumento
somente no percentual de transporte tubular de s6dio aos 60 minutos persistindo assim
até aos 90 minutos (Figura 67).

Quanto ao percentual proximal tubulares foi observado aumento
significativo no de sodio e potassio aos 60 persitindo até aos 90 minutos, enquanto que
o transporte proximal de cloreto caiu aos 120 minutos (Figuras 70, 71 e 72).

Com relagdo as excregOes foi observada uma diminui¢do na excrecao de
potassio e cloreto aos 60 minutos persistindo até o final do experimento (Figuras 74 ¢

75).
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Tempo (min) Controle BJcuL Indometacina+BJcul
30 110,11 £3,7 108,70 + 1,90 108,20 + 1,40
60 108,27 + 4,88 112,20 + 2,30 117,40 £ 8,50
90 108,69 + 5,09 113,00 + 5,00 120,50 £ 9,20
120 110,28 + 3,09 110,30 + 2,60 120,50 +£9,70

Figura 63 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente

Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pug/mL) e indometacina (indo) (10 ug/mL) + BJcuL

na pressdo de perfusdo (PP). Os dados s3o expressos por média = E.P.M. Analise

estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05.

* = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6).
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Tempo (minutos)
Tempo (min) Controle BJcuL Indometacina + BJcuL
30 5,39+ 0,57 5,53 +£0,35 5,47+ 0,41
60 5,56 + 0,54 5,68 £0,33 5,84 + 0,47
90 5,76 + 0,65 5,73 £ 0,39 5,97 +0,48
120 5,46 + 0,54 5,54 +£0,27 5,94 + 0,50

Figura 64 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente
Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pug/mL) e indometacina (indo) (10 ug/mL) + BJcuL
na resisténcia vascular renal (RVR). Os dados sdo expressos por média = E.P.M.
Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com

p<0,05. * = comparacdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6).
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I Controle
I BJcuL
B Indo + BJcuL

Tempo (min) Controle BlJcuL Indometacina+BJcul
30 0,136 + 0,008 0,154 +£0,012 0,121 +0,013
60 0,136 + 0,004 0,155+ 0,012 0,109 £ 0,009 *a
90 0,135+ 0,007 0,138 + 0,008 0,113 +£0,010 *a
120 0,143 £ 0,008 0,119 + 0,009 * 0,104 +£0,013 *

Figura 65 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente

Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pug/mL) e indometacina (indo) (10 ug/mL) + BJcuL

no fluxo urinario (FU). Os dados sdo expressos por média + E.P.M. Andlise estatistica

foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * =

comparag¢do entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6).
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Tempo (minutos)

Tempo (min) Controle BJcuL Indometacina+BJcuL
30 0,644 + 0,069 0,648 + 0,030 0,656 + 0,091
60 0,673 £ 0,051 0,488 + 0,068 * 0,687 £ 0,094 a
90 0,625 + 0,054 0,425+ 0,053 * 0,644 + 0,097
120 0,678 + 0,065 0,287+ 0,051 * 0,437 +£ 0,075 *a

Figura 66 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente
Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pug/mL) e indometacina (indo) (10 ug/mL) + BJcuL
no ritmo de filtragdo glomerular (RFG). Os dados sdo expressos por média + E.P.M.
Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com

p<0,05. * = comparacdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6).
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I BJcuL
B Indo + BJcuL

Tempo (min) Controle BlcuL Indometacina+BJcul
30 81,94 + 1,24 81,43 +1,32 83,89 + 2,28
60 81,11 +1,52 73,27 £2,70* 86,79 + 1,55 *a
90 79,26 £ 0,90 70,28 &+ 3,02* 84,83 + 1,47 *a
120 79,76 £ 0,56 53,02 £+ 5,50* 78,63 +1,81*

Figura 67 - Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente

Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pg/mL) e indometacina (indo) (10 ug/mL) + BJcuL

no percentual de transporte tubular total de sédio (%TNa"). Os dados sio expressos por

média = E.P.M. Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t

de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo

controle (n = 6).
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I Controle
I BJcuL
B Indo + BJcuL

%TK"

30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)

Tempo (min) Controle BJcuL Indometacina+BJcuL
30 65,36 £2,47 66,34 + 1,41 63,91 £5,43
60 66,38 +£3,31 52,24 +£3,41% 68,82+ 4,46 a
90 67,20 + 4,04 51,33 +3,74* 68,78 £3,62 a
120 64,28 +5,93 36,67 £4,72% 65,43 +3,53a

Figura 68 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente
Bothrops jararacussu (BJcuLl) (10 pg/mL) e indometacina (indo) (10 pug/mL) + BJculL
no percentual de transporte tubular total de potassio (%TK"). Os dados sdo expressos
por média = E.P.M. Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e
Teste t de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) ¢ o

grupo controle (n = 6).
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100+
a I Controle
a
75 * a [ BJcuL
I Indo + BJcuL
6 *
s
X
30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)
Tempo (min) Controle BJcuL Indometacina+BJcul
30 79,90 + 1,03 79,84 + 3,06 79,52 + 4,24
60 81,25+2,44 71,53 £4,57* 83,04+£292a
90 77,32 +£2,22 69,09 + 5,83 81,14+£2,57 a
120 78,53 £2,33 51,52 +£9,64* 74,48 £3,23 a

Figura 69 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente

Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pug/mL) e indometacina (indo) (10 ug/mL) + BJcuL

no percentual de transporte tubular total de cloreto (%TCl"). Os dados sdo expressos por

média = E.P.M. Analise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t

de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo

controle (n = 6).
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100+

I Controle
N BJcuL
B Indo + BJcuL

30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)

Tempo (min) Controle BJcuL Indometacina+BJcuLL
30 79,82 +£2,47 77,36 + 1,64 79,30 + 3,09
60 77,97 +£2,24 65,96 + 3,27* 82,96 £2,31 *a
90 77,90 + 2,69 63,53 +3,78* 81,15+ 1,86 *a
120 77,41 £ 3,24 45,40 + 6,31* 74,77 +2,18 a

Figura 70 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente
Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pug/mL) e indometacina (indo) (10 ug/mL) + BJcuL
no percentual de transporte proximal tubular total de sodio (%pTNa'). Os dados sdo
expressos por média + E.P.M. Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n

=6) e o grupo controle (n = 6).
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751
a [ Controle

I BJculL

+ 50- I Indo + BJcuL

%pTK

25+

> 30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)
Tempo (min) controle BJcuL Indometacina + BJcuL
30 56,77 +2,50 | 56,26 + 1,64 79,30 + 3,09
60 57,75 +2,39 | 38,93 +3,75* 82,96 +2.31 *a
90 56,84 + 1,67 | 38,58 +£4,16* 81,15+ 1,86 *a
120 58,92 +3,49 | 23,06+ 5,30* 74,77 £ 2,18

Figura 71 - Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente
Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 ug/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL) + BJculL
no percentual de transporte proximal tubular total de potassio (%pTK"). Os dados sdo
expressos por média + E.P.M. Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * = comparagdo entre os grupos tratados (n

= 6) e o grupo controle (n = 6).
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100+

I Controle
a . Indo + BJcuL
I Indo + BJcuL
*
30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)

Tempo (min) controle BJcuL Indometacina+BJcul
30 76,81 + 1,25 75,49 + 2,50 74,94 + 4,24
60 78,49 +2,90 64,58 + 3,76* 79,22+292a
90 76,58 1,20 62,96 + 4,18* 77,46 £2,57 a
120 76,36 + 2,40 45,50 + 6,73* 70,62 + 3,23*a

Figura 72 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente
Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pug/mL) e indometacina (indo) (10 pg/mL) + BJculL
no percentual de transporte proximal tubular total de cloreto (%pTCI’). Os dados sdo
expressos por média £ E.P.M. Andlise estatistica foi feita por ANOVA e teste de
Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * = comparagao entre os grupos tratados (n

=6) e o grupo controle (n = 6).
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I Controle
N BJcuL
I Indo + BJcuL

30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)
Tempo (min) controle BlJcuL Indometacina+BJcuL
30 15,34 £1,07 17,33 £ 1,80 15,66 + 1,94
60 14,01 £1,10 16,27 £ 1,47 14,67 + 1,56
90 16,13 £1,13 15,65 +0,67 16,32 +2,26
120 17,05 +1,99 15,02 +1,23 13,31 +2,75

Figura 73 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente

Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pug/mL) e indometacina (indo) (10 ug/mL) + BJcuL

no sédio excretado (ENa'). Os dados sdo expressos por média + E.P.M. Analise

estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05.

* = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6).
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I Controle
I BJcuL
B Indo + BJcuL

30.0 60.0 120.0
Tempo (minutos)
Tempo (min) controle BlJcuL Indometacina+BJcul
30 1,10+£0,18 0,91 +£0,08 0,96 + 0,12
60 1,14+0,15 0,90 £ 0,07* 0,90+ 0,10 *
90 1,02+0,10 0,79 + 0,04* 0,85+0,10 *
120 0,99 +0,17 0,62 + 006* 0,69 + 0,09 *

Figura 74 - Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente

Bothrops jararacussu (BJcuL) (10 pg/mL) e indometacina (indo) (10 ug/mL) + BJcuL

no potassio excretado (EK'). Os dados sdo expressos por média + E.P.M. Anilise

estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05.

* = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6).
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N
?

I Controle
I BJculL
B Indo + BJcuL

ECI (n Eq.g'l. min'l)
H
(@)

30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (minutos)

Tempo (min) controle BJcuL Indometacina+BJcuLL
30 14,65 £ 3,25 1423 +£2,14 12,25 +2,11
60 15,28 £3,52 11,58 £1,63* 11,23 £1,50 *
90 15,44 £2,75 10,12 + 0,80* 12,49 £2,09
120 15,42 £2,61 8,20 + 1,00* 11,73 £2,31

Figura 75 — Efeitos renais promovidos pela lectina purificada do veneno da serpente
Bothrops jararacussu (BJcul) (10 pg/mL) e indometacina (indo) (10 ug/mL) + BJculL
no cloreto excretado (ECI). Os dados sdo expressos por média = E.P.M. Analise
estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05.

* = comparagdo entre os grupos tratados (n = 6) e o grupo controle (n = 6).
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4.1.13 Histologia

BthTx I, Bthtx II ¢ BmLec apresentaram moderado acumulos de materiais protéicos
nos tubulos e glomérulos (Figuras 76, 77, 80, 81, 90 e 91). Essa altera¢des foram diminuidas com o
uso da indometacina em BthTxI I e BthTx II (Figuras 78, 79, 82 e 83) e reveteu com BmlLec
(Figuras 92 e 93).

Indometacina reverteu alteragdes causada pelo BmTx I conforme observado por
Barbosa 2002 (Figuras 84 e 85).

Tezosentan apresentou um moderado acumulo de material protéico nos tubulos e
glomérulos, além de degeneragdao hidropico vacuolar (Figuras 86 e 87).Tais efeito nao foi
observado com uso da BmTx I. (Figuras 88 e 89).

BJcuL usado com indometacina causou discreto aumento de material protéico nos

tubulos e glomérulos (Figuras 94)
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Figura 76 - Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com, Sug/mL de BthTx I A.
Glomérulo com acentuado depoésito de material protéico B. Degeneragdo hidropica vacuolar no
tubulo.

Figura 77 - Histopatologico da regido do cortex renal de rato tratado com, Spug/mL de BthTx I A.
Glomérulo com acentuado deposito de material protéico B. Tubulo com acentuado depdsito de
material proteico
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Figura 78 - Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com Spg/mL de BthTx II A.
Glomérulo com moderado depodsito de material protéico B. Tubulo com moderado deposito de
material protéico

Figura 79 - Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com Spg/mL de BthTx II. A
seta mostra Degeneracdo hidrépica vacuolar no tabulo
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Figura 80 - Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com Sug/mL de BthTx I pré
tratado com10pg/mL de indometacina A. Glomérulo com acentuado deposito de material protéico
B. Degeneracao hidrépica vacuolar no tibulo

Figura 81 - Histopatologico da regido do cortex renal de rato tratado com 5Sug/mL de BthTx I e pré
tratado com10pug/mL de indometacina. A. Glomérulo com acentuado deposito de material protéico
B. Degeneracgdo hidropica vacuolar no tubulo
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Figura 82 - Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com, Spg/mL de BthTx II pré
tratado com10pug/mL de indometacina. Glomérulos e tubulos com aparéncias normais

Figura 83 - Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com, Spug/mL de BthTx II pré
tratado com10pug/mL de indometacina. Glomérulos e tabulos com aparéncias normais
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Figura 84 - Histopatologico da regido do cortex renal de rato tratado com, Spg/mL de BmTx I pré
tratado com10ug/mL de indometacina glomérulos e tibulos com aparéncias normais

Figura 85 - Histopatologico da regido do cortex renal de rato tratado com, Sug/mL de BmTx I pré
tratado com10pg/mL de indometacina. Glomérulos e tabulos com aparéncias normais
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Figura 86 - Histopatologico da regido do cortex renal de rato tratado com 10pg/mL de tezosentan a
seta mostra glomérulo com acentuado deposito de material protéico

Figura 87 - Histopatologico da regido da medula renal de rato tratado com 10ug/mL de tezosentan
a seta mostra tubulos distal com com acentuado depdsito de material protéico
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Figura 88 - Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com Spug/mL de BmTx I pré
tratado com10ug/mL de tezosentan. Glomérulos e tibulos com aparéncias normais

Figura 89 - Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com Spug/mL de BmTx I pré
tratado com10pug/mL de tezosentan. Glomérulos e tibulos com aparéncias normais
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Figura 90 - Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com 10pg/mL de BmLec. A
seta mostra glomérulo com acentuado deposito de material protéico

Figura 91 - Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com 10pug/mL de BmLec A
seta mostra tibulos com acentuado deposito de material protéico
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Figura 92 - Histopatologico da regido do cortex renal de rato tratado com 10ug/mL de BmLec pré
tratado com10ug/mL de indometacina. Glomérulos e tubulos com aparéncias normais

Figura 93 - Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com 10ug/mL de BmLec pré
tratado com10pug/mL de indometacina. Glomérulos e tibulos com aparéncias normais
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Figura 94 - Histopatoldgico da regido do cortex renal de rato tratado com 10ug/mL de BJcul pré
tratado com10ug/mL de indometacina. Glomérulos e tubulos com aparéncias normais
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4.2 Leito mesentérico

4.2.1 uso da miotoxina I purificado do veneno da serpenteB moojeni no leito mesentérico

Foi observado que a BmTxI nao causou nenhuma alteracdo no leito vascular. Para
mostrar viabilidade do leito ap6s o uso da BmTx I, foi utilizado a fenilefrina e esta apresentou um

aumento significativo da pressao (Figuras 95).

150-
* [ 1Basal

EEE BmTx |
PHE
I BmTx | + PHE

100+

PPL

50

Basal BmTx | PHE BmTxI+P

Figura 95 — efeitos vasculares em leito mesentérico da Bothrops moojeni. Os dados sdo expressos
por média £ E.P.M. Anélise estatistica foi feita por ANOVA e teste de Bonferroni e Teste t de

Student com p<0,05. * = comparacao entre o leito basal e o leito tratado (n = 4).
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4.2.2 Uso da miotoxina I purificado do veneno da serpente B.jararacussu no leito mesentérico

Foi observado que a BthTxI ndo causou nenhuma alteragdo no leito vascular. Para
mostrar viabilidade do leito apds o uso da BthTx I, foi utilizado a fenilefrina e esta apresentou um

aumento significativo da pressao (Figura 96).

100+
[ 1Basal
EEE BthTx |
PHE
i I BmTx | + PHE
o 504

Basal BthTx | PHE BmTxI+P

Figura 96 — efeitos vasculares em leito mesentérico utilizando-se a miotoxina I da Bothrops
jararacussu. Os dados sdo expressos por média + E.P.M. Analise estatistica foi feita por ANOVA ¢
teste de Bonferroni e Teste t de Student com p<0,05. * = comparagdo entre o leito basal e o leito

tratado (n = 4).
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4.3 Efeito enzimatico, antimicrobiano e miotéxicos da BthTx | e BthTx 11

O veneno mostrou pouca atividade enzimatica quando comparado com com miotoxina
II da Bothrops jararacussu (BthTx II) no entanto essa atividade foi abolida na presenca pBPB.
BthTx I ndo mostrou nenhuma atividade enzimatica na presenca ou auséncia do pBPB (Figura 11a)
BthTx II mostrou alta atividade antimicrobiana, diminuindo em aproximadamente 86% do
crescimento bacteriano, porém na presenca do pBPB esta atividade diminui sensivelmente (Figura
11b). BthTx I apresentou pouca atividade bacteriana e ndo foi alterada na presenca pBPB. Na
microscopia por transmissdo de eletron da bactéria Xanthomonas axonopodis pv passiflorae
mostrou uma larga e massiva destruicdo da membrana e parede celular com formagdo de vesiculas
induzida por BthTx I tratada ou ndo com pBPB (Figura 12). Enquanto bactéria tratada com BthTx
IT mostraram forte vacuolizacdo citoplasmatica com perda de citoplasma bem como das estruturas

(Figura 12) esta atividade foi reduzida na presenca do pBPB.
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0- 5 . ¢

" venom BthTx-ll BthTx-l BthTx-ll BthTx-l
+p-BPB +p-BPB

20 *

" Control venom BthTx-ll BthTx-l BthTx-ll BthTx-l
+p-BPB +p-BPB

Figura 97- As atividades enzimaticas das duas PLA, foram realizadas na sua forma nativa ¢ em
presenca da enzima incubada com p-BPB (inibidor especifico da PLA;). A significancia dos dados
foi medido por testes estatisticos (P<0.05) (Figura 17a). Na figura 17b, temos a atividade
antibacteriana do veneno total, da BthTx-II e I nativas e em presenga do inibidor especifico para
PLA;. Os ensaios de atividade antibacteriano foram realizados contra bactéria patogénica vegetal a
Xanthomonas axonopodis pv passiflorae.
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Figura 98 - Microscopia eletronica de transmissdo da Xanthomonas axonopodis pv passiflorae em

presenga das PLA2 miotoxicas nativas € em presenca das PLA2 em presenca da p-BPB.
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4.4 Resumos dos principais efeitos causados pelas fracfes dos venenos de Bothrops

jararacussu E Bothrops moojeni e bloqueadores destas fracoes

Bthtx I

Indometacina +
BthTxI

Tezosentan

Tezosentan +
BmTx I

Indometacina +
BmlLec



Bthtx I

Indometacina +
BthTxI

Tezosentan

Tezosentan + BmTx
1

Indometacina +
BmlLec
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5 DISCUSSAO

A BthTx-I e BthTx-II foram purificadas com alta homogenicidade molecular pela
cromatografia de troca idnica. O pico com grau de pureza foram confirmados pelo HPLC de fase
reversa, Tricine PAGE-SDS e espectrometria de massa. O Tricine PAGE-SDS bem como as
espectrometria de massa mostraram uma evidente dimeriza¢do de BthTx-I e BthTx-II. A transicao
de monomero para dimero ¢ tipica das PLA, de veneno botropico e aumentam a atividade
enzimatica em até 200 vezes, apesar de que em algumas desta PLA, possa ocorrer tetramerizacao
como ocorre durante o protocolos de cristalizacdo encontrada na BthTx-I ou Bothrops godmani
(ARNI; WARD, 1996).

A alquilacdo causada na His 48 da estrutura primaria da BthTx-II com p-
bromophenacyl bromide (p-BPB) aboliu completamente a atividade enzimatica desta PLA,, porém
nao aboliu algumas atividade biologicas como mionecrose ¢ a atividade antimicrobiana. No caso da
alquilacao BthTx-I com p-BPB nao houve mudanga no efeito antimicrobiano, no entanto diminui
a mionecrose. Os resultados previamente descritos por Zhao et al. (1998) demonstram que p-BPB
liga-se especificamente com His 48, no entanto outras regides podem participar da interacao entre
p-BPB e PLA,. K49 PLA, tem uma pequena diferenga na organizagao cellular dos residuos de
aminoacidos quando comparamos com D49 PLA, (CHIATO; WARD, 2003), assim a diferenca
observada entre BthTx-I e BthTx-II tratada com p-BPB envolve em particular um arranjo
molecular encontrado no seu sitio catalitico. A atividade bioldgica severa encontradas nas PLA;
isoladas ndo dependem da atividade catalitica, mas do dominio C-terminal como
KKYRYYLKPLCKK encontrado entre os residuos 115 e 129 da serpente Bothrops asper ¢
imporportante para difundir a acdo biologica desta proteina cataliticamente inativas.e a sintese de
peptideo feita de pequenos segmentos mostraram mionecrose, atividade citolitica e efeitos
bactericidas (LOMONTE et al., 2003). Analise do dominio C-terminal das miotoxina II (Botrops
asper), BthTx-I e BthTx-II (Bothrops jararacussu) mostram uma seqiiéncia homologa. Paramos et
al. (1998) demonstram que dominio C-terminal das fosfolipase basicas e atividade catalitica inativa
na presen¢a de Lys ou Arg nesta regido ¢ muito importante para o efeito bactericida desta PLA;.

Nosso grupo descreve que o veneno da serpente B. jararacussu (10 pg/mL) em rim
isolado de rato causou intensa altera¢do na fisiologia renal. Este veneno diminuiu a pressdo de
perfusdo renal, resisténcia vascular renal e os transportes tubulares de so6dio potassio e cloreto, no

entanto causou aumento do ritmo de filtracdo glomerular e fluxo urindrio (HAVT et al., 2001).
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No nosso trabalho observa-se que a miotoxina [ (BthTX-I) e miotoxina II (BthTX-II) da
serpente B. jararacussu promoveram alteragdes renais similares ao encontrado no veneno, porém
com efeitos opostos no pardmetro de pressdo de perfusdo e resisténcia vascular renal. Estes
resultados sugerem que outros componentes do veneno, que ndo as miotoxinas sao responsaveis
pela diminuigdo destes parametros vasculares.

BthTx-1 e BthTx-II tem estrutura e propriedades bioquimicas que devam induzir
diferentes atividades, embora estas proteinas produzam os mesmos efeitos na fisiologia renal, mas
por diferentes mecanismos.

A regido do C-terminal, rica de lisina em algumas miotoxinas Lys49 PLA,, seria a
responsavel pela atividade toxica e citotoxica (GUTIERREZ; LOMONTE, 1997). Barbosa et al.
(2002) demonstraram que as miotoxinas I e II purificada do veneno da serpente Bothrops moojeni
classificadas como Lys 49 PLA,, portanto destituida da atividade fosfolipasica, somente a mitoxina
I (BmTxI) na dose de 0,5ug/mL causou alteracdo renal. Eles concluiram que provavelmente a
regido do C-terminal, rica em lisina, poderia ser o responsavel pelos efeitos causados por esta
miotoxina uma vez que miotoxina II era destituida de uma regidao do C-terminal rica em lisina.

Soares et al. (2000a) demontraram homologia muito grande de estrutura entre miotoxina
I isolada da serpente B. moojeni e miotoxina I B. jararacussu, especialmente entre o C-terminal
rico em lisina. Estes resultados sugerem que provavelmente o C-terminal da BthTX-I é o
responsavel pela alteragdes renais causada por esta miotoxina e que esses efeitos seriam indiretos,
através de mediadores quimicos, como foi demonstrado usando os ensaios com leito mesentérico
para as duas miotoxinas.

A abilidade das Lys49 e Asp49 fosfolipases A, do veneno da serpente Bothrops asper
para causar hiperalgesia foi investigada usando o teste de pressao na pata de ratos. Ambas as
proteinas causaram hiperalgesia, Porém a indometacina reduziu a hiperalgesia causada Lys49
PLA,, no entanto ndo interferiu com atividade nociceptiva causada pela Asp49 PLA,. Em adigdo a
sintese do peptideo correspondente a seqiiéncia do C-terminal da Lys49 PLA,, causou
hiperalgesia no mesmo tempo da miotoxina mas em magnitudes diferentes, enquanto que o
peptideo homologo sintetizado da  Asp49 PLA, nao mostrou nenhum efeito nociceptivo
(CHARCUR et al., 2003).

Resultados similares foram descritos por Nunez et al. (2001), demonstraram que o
peptideo derivado da Lys49 da B. asper and Agkistrodon piscivorus piscivorus foram capaz de
causar lise de células C2C12 na cultura de musculos esquelético e induziram edema na pata em

ensaio de camundongos, enquanto os peptideo derivado da miotoxina Asp49 ndo causaram
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nenhuma alteragdao. Eles concluiram que Lys49 e Asp49 do grupo II PLA(2)s mostram acao
miotdxica por mecanismos moleculares diferente.

Indometacina aboliu efetivamente os efeitos renais causados pela BthTX-I, no entanto
ela reduziu parcialmente a resposta causada com BthTX-II. Estes resultados sugerem que
eicosainoides sao importantes mediadores nos efeitos renais promovidos BthTx-1, e provavelmente
o C-terminal estd envolvido na liberacdo deste mediadores e que outro mecanismo poderiam
explicar as alteragdes promovidas por BthTX-II. O dominio de aminoacido basico presentes nas
isoformas K49 PLA2 estdao envolvidos na habilidade desta fosfolipase em se ligar aos receptores de
membrana provavelmente em fosfolipideo de membrana (LOMONTE et al., 2003). Por outro lado,
miotoxina com atividade catalitica como Bthtx-II envolve um receptor protéico para se ligar na
célula como acontece com as PLA; de pancreas de bovino (LAMBEAU et al., 1999). Embora a
discrepancia de agdo biologica de BthTx-I e BthTx-II envolva a regido do C-terminal e sitio
catalitico.

Endotelina ¢ o mais potente peptideo vasoconstrictor encontrado, tendo uma variedade
de efeitos farmacoldgicos no sistema cardiovascular e em outros sistemas incluindo o renal
(MASAKI,1998). Ela ¢ 100 vezes mais potente do que a noradrenalina e 10 mais potente do que
angiotensina II (ELLAHHAM et al., 2000).

A familia da endotelina mostra uma estrutura similar de 21 residuos de aminoacidos e €
composta por endotelina 1 (ET1), endotelina 2 (ET2) e endotelina 3 (ET3) (CHENG, 2005).

A endotelina 1 ¢ sintetizada e secretada pelo endotélio vascular do musculo liso,
miécito cardiaco e célula mesangiais no rim. Endotelina 2 ¢ expressa no rim, enquanto que
endotelina 3 ¢ liberada pelo intestino e glandula adrenal (MASAKI, 1998; SOROKIN; KOHAN
2003).

As endotelinas apresentam dois subtipos de receptores. Receptor de endotelina do tipo
A com alta afinidade para ET1 ¢ ET2 e receptor do tipo B apresenta afinidade similar para todos
os membros da familia de endotelina (MASAKI,1998).

Endotelina de origem circulatéria ou local contribui para o aumento da resisténcia
vascular renal. O rim € considerado o maior sitio de producdo deste peptideo, bem como o seu
principal alvo. (CHENG, 2005).

A vasculatura renal ¢ preferencialmente sensivel aos efeitos vasoconstritores quando
comparados com outros vasos. (BENIGNI et al., 1993).

Endotelina 1 ¢ a principal isoforma produzida pelas células mesangiais no rim.

Numerosos estimulos modulam  transcrigdo génicas destas células incluindo substancias
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vasoativas, fatores de crescimento, citosinas e agonista de radicais de oxigénio.(HERMAN et al.,
1998).

Tezosentan ¢ um antagonista de receptor de endotelina I com alta afinidade para ambos
os receptores (ETA e ETB r) (CLOZEL et al., 1999). Tezosentan causou diminui¢do na PP e RVR
e aumentou RFG e o transporte tubular de sddio potassio e cloro em rim isolado de rato.

Indometacina ¢ um inibidor inespecifico de cicloxigenase, inibindo assim a formagao de
prostaglandina, prostaciclina e tromboxanos (GORDON; SAMUELS, 1995) seus efeitos em rim
isolado de rato tem sido descrito por Martins et al. (1998), Monteiro e Fonteles (1999).

Barbosa et al. (2002) demonstraram que a miotoxina I uma toxina purificada do veneno
da serpente Bothrops moojeni (lys 49 PLA2) aumentou PP, RVR, FU e RFG, esta miotoxina
também diminuiu o transporte tubulares de sodio, potassio e cloro, em rim isolado de rato.

Indometacina reduziu parcialmente a resposta observada BmTx I, este resultado sugere
que eicosanoides estdo envolvidos como mediadores destes efeitos renais por outro lado tezosentan
bloqueou os efeito renais causado por BmTx I, sugerindo que a endotelina também estaria
envolvida como mediador neste processo.

Simonson e Dunn (1990) mostraram que ET1 estimularia a atividade da ciclooxigenase
resultando primariamente no aumento de PGE,, com pequeno aumento de tromboxano A,. Isto
ocorreria via receptor de endotelina do tipo A em culturas de células mesangiais de rato
(FUKUNAGA et al., 1996; HUGHES et al., 1995). Isto poderia explicar a reversdo parcial causada
pela indometacina e que provavelmente endotelina seria o principal mediador dos efeitos renais
causado pela BmTxI.

Receptor de endotelina do tipo 1 fazem parte da familia das proteinas G entra eles G
Ggq, Gs € Gui3 (DULIN et al., 1999; KITAMURA et al., 2002) tendo como resultados a modulagao
de variedade de sinais de cascata incluindo ciclooxigenase, citocromo P-450, 6xido nitrico sintetase
(NOS), serina/treonina quinase, tirosina quinase (SOROKIN; KOHAN 2003). Muitos destes
caminhos sdo comuns para inducdo de endotelina por celulas mesagiais, ET-1 ativa fosfolipase C
(JAFFER et al., 1990; SIMONSON et al., 1989a, 1989b) aumentando os niveis de proteina quinase
C (SIMONSON; DUNN, 1991). Aumento dos nivéis de trifosfato de inositol esta associado com
alcalinizagdo via o aumento da troca Na”/H" e aumento do Ca”" intracelular (BADR et al., 1989;
SIMONSON; DUNN, 1991; SIMONSON; ROONEY 1994; SIMONSON et al., 1989a). Este
mecanismo poderia explicar o aumento do influxo de calcio descrito por Kini e Iwanaga (1986) e
sugerido por Barbosa et al. (2002) para os efeitos renais causados pela miotoxina I purificada do

veneno da serpente Bothrops moojeni (BmTxI).
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Havt et al. (2005) reportam que a lectina purificada do veneno da serpente Bothrops
pirajai reduziu a PP, RVR, FU, RFG, e os transporte tubulares de sodio potassio ¢ cloreto em rim
isolado de rato. Estes resultados foram similar ao encontrado com o veneno da Bothrops pirajai,
enquanto que a lectina purificada do veneno da serpente Bothrops jararacussu mostrou uma
diminuicdo FU, RFG e Transporte tubulares de sédio potassio e cloro (HAVT, 2003). Estes
resultados foram similares ao encontrado com a lectina da Bothrops pirajai, porém sem alteragao
dos parametros de PP ¢ RVR. Por outro lado a lectina purificada do veneno da serpente Bothrops
moojeni mostrou um aumento na PP, RVR, FU, RFG e diminui¢do dos transportes tubulares de
sodio potassio e cloreto, estes resultados foram similares aos encontrados pela miotoxina I da
Bothrops moojeni (BARBOSA et al., 2002).

A despeito da consideravel homologia estrutural das lectinas da Bothrops moojeni e
Bothrops jararacussu elas apresentam efeitos renais diferentes em rim isolado de rato.

A andlise da seqiiéncia de aminoacidos mostra dois aspectos interessantes, apesar de
estas proteinas compartilharem uma identidade maior de 95%, portanto mostrando uma estrutura
terciaria similar, mas estas pequenas diferengas indicam que elas sdo cruciais para a diferenciacao
biolodgica, fisiologica da toxina.

Trabalhos recentes com lectinas de origem animal e vegetal demonstram que estas
lectinas poderiam promover liberagdo de mediadores inflamatérios (ALENCAR et al., 1999;
ASSURY et al., 2002) e que prostaglandinas poderiam interferir no transporte tubular de sddio
potéssio e cloreto (HAVT et al., 2005).Indometacina bloqueou as altera¢cdes causadas no transporte
tubular de sodio, potassio e cloreto das lectinas de serpentes Bothrops moojeni e Bothrops
jararacussu sugerindo a presenga de eicosandides como um importante mediador dos efeitos
tubulares causados pela lectinas.

O cortex renal normal produz grande quantidade de PGE; e PGI, e pouca quantidade de
TXA, (FARMAN et al., 1987). PGE, e PGI, tém acao vasodilatadora no rim. Infusdes intrarenal de
prostaglandinas aumentaram o fluxo sanguineo renal e produziram efeito natriurético, inibindo a
reabsorcao tubular de sédio e na alca ascendente de Henle reduziram o transporte tubular de cloro
(SIMMONS et al., 2004).

Epitélio glomerular e células mesangiais t€ém a capacidade de sintetizar ambas as formas
de PGI, e PGE,. Estes prostandides seriam responsaveis por influenciar o fluxo sanguineo renal,
ritmo de filtracdo glomerular e liberagdao de renina. Tanto PGI, como PGE, sintetizado pelo cortex
renal sdo importantes estimuladores para liberagdo de renina (OSBORN et al., 1984) e agentes

vasoconstritores (SCHNERMANN, 2001).



158

Havt et al. (2003) usando modelo de rim isolado com lectinas vegetais Canavalia
ensiformis ¢ Dioclea guianensis sugeriram que o aumento na PP ¢ RVR poderia ser promovida
indiretamente por mediadores inflamatério liberado por células mesangial como prostaglandina e
interleucina.. A lectina da Bothrops moojeni (BmLec) também aumenta PP ¢ RVR, além do FU e
RFG. Estes parametros foram bloqueados pela indometacina. Sugerindo a presenga de eicosandides
nos efeitos vasculares e glomerulares provocados pela lectina da Bothrops moojeni.

Estudos in vivo, em rim isolado e na preparacao isolada do aparelho justaglomerular
tém demonstrado que administragdo de inibidores inespecificos de ciclooxigenase, também
bloqueiam a liberagdo de renina pela macula densa sensitiva a diminuicdo NaCl (HARRIS, 1994).

Lectina de serpente Bothrops jararacussu (BJcul) reduziu o fluxo urinario e ritmo de
filtracdo glomerular na presenca de indometacina e ndo ocorreu nenhuma alteragdo na PP e na
RVR, sugerindo que altera¢des glomerulares ocasionadas por BJcuL foi independente do efeito
vascular. BJcuL poderia antagonizar a liberacdo de renina bem como outro agente vasoconstritor
mediado pela ciclooxigenase tubular e consequentemente a diminui¢do no transporte tubular de
cloro.

O aumento da reabsorcao tubular de sddio apds a inibicdo da sintese de prostaglandina
tem sido relatada em parte devido a estimula¢do da bomba Na+/K+ (RUBINGER et al., 1990) além
disto Lee et al. (2004) demonstraram que a indometacina diminuiu a atividade da guanilato ciclase
e aumentou oxido nitrico no rim. A potencializagdo dos efeitos glomerular observados pelo
bloqueio da ciclooxigenase observado na BjcuL e a diminuicao deste efeitos causado por BmLec

poderia ser causado pela diminui¢do da guanilato ciclase com aumento do 6xido nitrico no rim.
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6 CONCLUSAO

BthTx I e BthTX II apresentam atividade antibactericida e promovem algumas
alteracdes na fisiologia renal incluindo aumento na pressao de perfusdo e resisténcia vascular renal
bem como diurese, natriurese e kaliurese.

Os efeitos renais causados por BthTx I foram bloqueados pela indometacina, sugerindo
a presenca de eicosanoides como um importante mediador deste processo.

Os efeitos renais causado por BthTx II foram revertido parcialmente pela indometacina,
sugerindo que outra regides da miotoxina poderiam estar envolvidas independente de sua atividade
catalitica enzimatica.

O dominio C-terminal das miotoxinas poderia esta envolvido nas alteracdes renais
occorrida.

Tezosentan, antagonista de receptor de endotelina do tipo I, causou diminui¢do na
pressdo de perfusdo, resisténcia vascular renal associado com o aumento do ritmo de fitragdo
glomerular e transporte tubular de s6dio potassio e cloro.

Tezosentan bloqueou todas as alteragdes renais causada pela miotoxina I purificada do
veneno da serpente Bothrops moojeni, ugerindo que endotelina seria o principal mediador
responsavel por estas alteracdes em rim isolado de rato ao lado da estimulagdo liberagdo de
ciclooxigenase.

As lectinas tipo C, galactose especifica, isoladas dos venenos de Bothrops moojeni e
Bothrops jararacussu interferem na fungao renal por diferentes mecanismos.

A lectina da Bothrop moojeni promove a liberagdo de mediadores Inflamatorios
enquanto que, A lectina da Bothrops jararacussu poderia antagonizar a liberagdo de renina ¢ de
agente vasocontritores mediados pela ciclooxigenase tubular bem como a reducdo no transporte de

cloro.
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