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RESUMO

Epidemiologia dos acidentes causados por Thalassophryne nattereri

(niguim) no Estado do Ceard e Estudo dos efeitos do veneno em rim
isolado

Patricia Emilia Gomes Facd, Dissertacao de Mestrado, UFC, 2003.
Orientadora: Helena Serra Azul Monteiro
Mestrado em Patologia - Departamento de Patologia e Medicina Legal

O acidente causado pelo peixe Thalassophryne nattereri é responsavel
por um severo quadro de dor, edema e necrose no local da lesdo. Representa
um sério problema meédico, econdmico e social para a regido nordeste do Brasil.
Este veneno é pouco estudado e até o momento, ndo existe uma terapia
especifica para os acidentes causados por este peixe. Os objetivos deste trabalho
foram analisar aspectos epidemiologicos dos acidentes causados pelo niquim no
estado do Ceara no periodo de 1992 a 2002, bem como avaliar os efeitos renais,
através da dosagem de alguns parametros sericos relacionados a funcéo renal e
analise histologica desse orgdo. Foram registrados pelo Centro de Assisténcia
Toxicologica do Ceara — CEATOX, 16 casos de envenenamento pelo T.
nattereri no litoral do Ceara, no periodo de 1992 a 2002. A maioria dos
acidentes (87,5%) ocorreu em praias da regido metropolitana de Fortaleza, com
apenas 12,5% dos casos tendo ocorrido em praias do interior. Com relacdo ao
sexo, 15 (94%) eram do sexo masculino e 1(6%) do sexo feminino. Com
relacdo a idade, 12 pacientes (75%) estavam na faixa etaria de 21 a 40 anos, 3
(19%) tinham entre 41 e 60 anos e | (6%) estava na faixa de 1 a 10 anos. O
tempo de exposicédo foi de 1 a 5 horas (4 pacientes), 6 a 12 (3 pacientes) e mais
de 12 horas (4 pacientes) e 5 pacientes ndo conseguiram informar o tempo
decorrido entre o acidente e o atendimento. As manifestagdes clinicas mais
comuns foram dor e edema local. Observou-se também isquemia, paralisia
local, equimose e sensacdo de queimacdo na pele. O tratamento consistiu de
anti-inflamatorios e analgésicos. Em alguns casos, foram utilizados anestesicos,
agua morna, lavagem cirdrgica e anti-histaminicos. Em 12 casos (75%)
observou-se cura confirmada e em 2 (12%) cura ndo confirmada. Em dois casos
a evolucdo foi ignorada. Acredita-se que nimero de acidentes ocorridos seja
maior do que o encontrado devido a subnotificagdo. Foram utilizados ratos
Wistar, pesando entre 220 a 270g, divididos em quatro grupos (n=6). Apos a
anestesia dos animais com pentobarbital sodico (50mg/Kg), o ureter direito foi
canulado assim como a artéria mesentérica superior sem a interrup¢do do fluxo
vascular. Os experimentos tiveram duragdo de 120 minutos a e cada intervalo
de 10 minutos, amostras de urina e de perfusato foram coletadas para a



determinagcdo dos niveis de inulina, sédio, potassio, cloro e osmolaridade.
Foram empregadas doses de 0,3pg/ml , Ipg/ml e 3pg/ml de veneno liofilizado
do peixe Thalassophryne nattereri para a avaliacdo da pressdo de perfusédo
(PP), resisténcia vascular renal (RVR), ritmo de filtracdo glomerular (RFG),
fluxo urinario (FU), percentuais do transporte tubular de sédio, potassio e cloro
(%TNat , %TK+, %TCF), percentuais do transporte tubular proximal de sodio,
potéssio e cloro (%pTNat , %pTK+, %pTCF), excrecdes de sddio, potassio e
cloro (ENa+, EK+ e ECF) e o clearance osmatico (Cosm). Observou-se um
aumento significativo (p<0,05) nos pardmetros PP e RVR nas trés
concentracOes utilizadas. Houve um aumento significativo no RFG , FU, ENat,
EK+e Cosm nas doses de 0,3 e Ipg/ml nos tempos de 90 e 120 minutos. A
dose de 3pg/ml causou uma reducao significativa nos parametros RFG, FU, %
TNat, % TK+,% TCF, %pTNat, %pTCF aos 90 e 120 minutos, ocorrendo o
mesmo fendmeno para este Gltimo pardmetro no tempo de 60 minutos nas doses
de 0,3 e 3pg/ml. A dose de lpg/ml causou um aumento significativo no ECF a
partir dos 90 minutos, e no %pTK+ e ENat no tempo de 120 minutos. Os
parametros % pTK+, EK+ e ECF sofreram uma reducéo significativa aos 90
minutos na dose de 3pg/ml. Foram observados cilindros eosinofilicos nos
tubulos renais e material protéico no espaco urinario, ndo foi observado
gualgquer anormalidade a nivel de vasos e intersticio. Concluimos que o veneno
do T. nattereri alterou a fisiologia renal no modelo de rim isolado, interferindo
principalmente nos pardmetros vasculares. Os efeitos observados
provavelmente foram promovidos por agentes miotoxicos ou por uma acao do
veneno nas células renais causando a liberacdo de fatores vasoativos que
poderiam aumentar a PP e a RVR e causar uma diminui¢do no transporte de
eletrolitos em altas concentracGes de veneno.



Abstract

The accident caused by the fish T. nattereri is responsible for a severe clinicai
picture of pain, edema and necrosis at the site of the lesion. It Represents a
serious medicai, economic and social problem in the Northeast of Brazil. Its
venom is poorly studied and at this moment, there is no specific treatment for
the accidents caused by this fish. The objectives of this work were to analyze
the epidemiological aspects of the accidents caused by niquim in the Ceara
State in the period 1992 to 2002 and also evaluate the renal effects through the
dosage of sequence parameters related with the renal physiology and
histological analysis of that organ. In the period of 1992 to 2002, 16 cases of
envenomation by T. nattereri occurred in the seaside of Ceara and were
registered at CEATOX- Toxicological Assistance Center in this State. The
majority of the accidents (87,5%) happened on the beaches of Fortaleza, and
only 12,5% occurred out of town. Men (94%) predominated over women,
with ages (75%) between 21 to 40 years and 19% were 41 to 60 years old. The
time medicai assistance from the accident varied from 1 to 5 hours (4 cases),
from 6 to 12 hours (3 cases), above 12 hours in 4 cases and 5 patients didn’t
know inform the time between the accident and the medicai assistance. The
clinicai picture more ffequent was pain, edema and also ischemia, local
paralysis, echymoses and bumed skin sensation. Anti-inflammatory and
analgesic drugs were used. In some cases, were used anesthetic, hot water,
surgery wash and anti-histaminic. In 75% of cases cure was confirmed and
12% cure was not confirmed. Probably the number of the accidents is higher
than it was found because the information system is not efficient. We used
Wistar rats, weighing 220 a 270g, divided into 4 groups of 6 animais each.
After the animais were anaesthetized with pentobarbital sodium (50mg/Kg),
and right ureter was cannulated like as the upper mesenteric artery, without
interruption of the vascular flow. The experiments lasted for 120 minutes and
samples of urine and perfusate were colleted every 10 minutes for further
biological analysis of inulin, sodium, potassium, chloride and osmolality. We
tested three different doses (0,3pg/ml, Ipg/ml and 3pg/ml) of T. nattereri fish
venom for the evaluate of perfusion pressure (PP), renal vascular resistence
(RVR), glomerular filtration rate (GFR), urinary flow (UF), sodium,
potassium, and chloride tubular transport percentage (% TNat, %TK+, %TC1),
sodium, potassium, and chloride proximal tubular transport percentage
(%pTNat, %pTK+, %pTCI), sodium, potassium and chloride excretion
(ENa+, EK+, EC1") and osmotic clearance (Cosm). We observed a significant
increase (p<0,05) in the parameters of PP and RVR in all three concentrations
used. There is a statistic growth in the GFR, UF, ENa+, EK+ e Cosm using 0,3
and Ipg/ml at 90 and 120 minutes. The dose of 3pg/ml caused a significant



decrease in the GRF, UF, %TNat, %TK+, %TCf, %pTNa+t, %pTCI‘, at 90 and
120 minutes, happening the same for this last parameter at 60 minutes in the
doses of 0,3 and 3pg/ml. We found a significant increase in the ECE at the 90
minutes, and the %pTK+ and ENat at the 120 minutes. The %pTK+, EK+and
ECF diminished after 90 minutes in the dose of 3pg/ml. Even though we
found eosinofilic casts in the renal tubules and proteinaceous material in the
urinary space no abnormalities were seen in the renal vessels. We conclude
that the T. nattereri venom altered the renal physiology in the isolated kidney
model interfering especially in the vascular parameters. The effects observed,
probably were promoted by myotoxic agents or for the venom action in the
renal cells causing the release of vasoative factors that could increase

perfusion pressure and renal vascular resistance and decreases of electrolytes
transport in higher doses.



1.1. Aspectos gerais sobre 0s animais marinhos venenosos e pegconhentos
Acidentes humanos com animais marinhos venenosos e
peconhentos datam da Antiglidade, mas o estudo cientifico ainda é
negligenciado. Os animais s&o encontrados em maior quantidade e
variedade nas aguas quentes tropicais e subtropicais, as quais atraem as
atividades humanas, principalmente das comunidades que dependem dos
mares para obter o alimento ou como fonte de lazer (Lopes-Ferreira, 2000).
Sabe-se que o0 acidente humano por criaturas marinhas
peconhentas ocorre devido a interferéncia do homem de forma acidental ou
intencional com o animal ou com o seu territorio. Nos ultimos anos,
toxinas como as de animais marinhos passaram também a ser estudadas,
uma vez que a frequéncia e a gravidade dos acidentes geram importantes
problemas de ordem médica, social e econdmica (Lopes-Ferreira et al.,
1998).

Uma grande quantidade de metabdlitos € produzida pelos
organismos marinhos, e suas combinacdes resultam em uma grande
variedade de estruturas quimicas, constituidas por moléculas simples como
aminas ou moléculas mais complexas como esterdides, alcaldides, peptideos
ou proteinas. Para os organismos marinhos, a producdo e composicdo de
toxinas sdo fundamentais para a sobrevivéncia em um ecossistema
altamente competitivo. Porém, pouco se sabe sobre o papel destas toxinas

complexas interagcbes entre 0s organismos marinhos. Esta é uma &rea de



pesquisa ainda pouco explorada. Quase nada se conhece sobre o significado
bioldgico e sobre a natureza quimica e farmacoldgica das toxinas marinhas

(Lopes-Ferreira, 2000).

1.2. Classificacdo Taxonémica

Peixes venenosos ou sarcotoxicos sdo aqueles que possuem vias
metabolicas para a producdo de seus venenos ou adquirem suas toxinas através
da cadeia trofica, alimentando-se de organismos venenosos primarios. Uma vez
ingeridos, causam acidentes por ter toxinas na pele, musculos, visceras e
gbnadas. As intoxicagcbes mais encontradas sdo do tipo tetrodontoxico,
ciguatoxico e escombrotico (Brasil, 1998).

O acidente tetrodontdxico é causado por peixes da familia
Tetraodontidae, popularmente conhecidos por baiacus (Colomesus psittacus,
Lagocephalus laevigatus, Diodon hystrix, etc.), estes produzem a forma mais
grave de envenenamento (Brasil, 1998).

Acidentes ciguatoxicos, também chamados ciguatera, representam a
forma mais comum de envenenamento nos mares tropicais (Frenette &
Maclean, 1988; Williamson, 1990), e sdo causados por mais de 300 espécies de
peixes marinhos, entre outras, garoupa {Cephalopholis argus), barracuda
(Sphyraena barracuda) e bicuda (Sphyraena picudilla). Todos comestiveis,
estes peixes tomam-se tdxicos apos a ingestdo de diferentes fitoplanctons

encontrados no mar, denominados dinoflagelados (Williamson, 1990).



O acidente escombrético ou escombrotéxico é a forma de
intoxicacdo onde ocorre a formacdo de uma toxina resultante da acéo
bacteriana, quando o peixe comestivel é conservado em condi¢Bes inadequadas.
Nesse caso ocorre a formacdo da saurina, toxina com caracteristicas
semelhantes as da histamina (Williamson, 1992; Schvartsman, 1985).

As  manifestacdes clinicas nas intoxicagbes denominadas
tetrodontdxicas e ciguatoxicas sao gastrointestinais (nauseas, dor abdominal,
vomitos e diarréia) e neurologicas (Lopes & Argento, 1984). A sintomatologia
neurologica aparece no inicio do quadro clinico, com sensacdo de
formigamento na face, dedos das méos e pes, fraqueza muscular, mialgias,
vertigens, insonia, dificuldade de locomocdo e disturbios visuais. Com o0
agravamento das manifestacdes nervosas, aparecem convulsdes, dispnéia,
parada respiratoria e morte, que pode ocorrer nas primeiras 24 horas. A
recuperacao clinica do envenenamento pode se estender de semanas a meses.

N&o existe um tratamento especifico para os acidentes causados por
peixes sarcotoxicos e, na inexisténcia de um antidoto, o tratamento dos
sintomas se constitui em lavagem gastrica e no emprego de laxantes. A
insuficiéncia respiratéria e o choque sdo tratados por métodos convencionais.
No acidente escombrdtico é benéfico o uso de anti-histaminicos do tipo
prometazina (Williamson, 1990).

Peixes peconhentos ou acantotdxicos sdo aqueles que possuem

glandulas cuténeas especializadas, associadas a duetos excretores. Nestes



animais, o aparelho inoculador pode apresentar-se incompleto ou estar ausente.
Em contraste, os animais predadores sédo dotados de estruturas inoculadoras das
peconhas empregadas, principalmente, na captura de presas para alimentacao.
Todos o0s envenenamentos sdo resultados de uma resposta defensiva dos
animais a interferéncia intencional ou acidental de humanos. A maioria dos
envenenamentos acontece na regido dos pés ou das maos (Williamson, 1992).

Os venenos dos peixes peconhentos apresentam propriedades
farmacologicas e quimicas notadamente diferentes das toxinas de outros
animais. Isso porque a investigacdo se toma dificil em parte pela instabilidade
das toxinas que, em muitas espécies, devem ser armazenadas a temperaturas
abaixo de 20°C (Maretic, 1988). O estudo de venenos de peixes tambem é
dificultado pela composicao quimica peculiar dessas toxinas, que podem variar
de uma espécie para outra, entre individuos de uma mesma espécie e até em um
mesmo animal, dependendo da estacdo do ano (Maretic, 1988).

Na maior parte dos casos de envenenamento, o acidente ocorre
através de ferimento por peixes que possuem aparelho traumatizante (peixes
peconhentos propriamente ditos). Estes se encontram principalmente na Classe
Chondrichthyes, ordem Rajiformes (arraias) e na Classe Osteichthyes, nas

familias Trachinidae, Scorpaenidae e Batrachoididae.



Tabela 01 - Animais marinhos que causam 6bitos humanos

I. Por Peconhas

A. Invertebrados
1. Agua-viva (Chironexfleckeri, Chiropsolmus quadrigatus)
2. Polvos de manchas aneladas azuis (Familia Octopodidae)
3. Centaureas azuis (Physalia ssp.- apenas Oceano Atlantico)
4. Moluscos peconhentos (Familia Conidae)

B. Vertebrados
1. Cobras marinhas peconhentas (Familia Hydrophidae)
2. Peixes-escorpido, incluindo peixes-pedra (Familia Scorpaenidae)
3. Arraias-lixa (Ordem Rajiformes)
4. Peixes-gato (Subordem Siluroidei)

I1. Por Venenos
A. Peixes ciguatdxicos
B. Peixes tetrodontoxicos
C. Mariscos
D. Tartarugas marinhas
E. Visceras de baleias, porcos-marinhos, ursos polares, morsas e focas

Fonte: Williamson, J., 1990

Os acidentes humanos provocados por peixes marinhos ou fluviais
sdo denominados de ictismo.

Atualmente os trabalhos realizados com animais marinhos de
importancia médica, procuram, principalmente, descrever o aparelho
traumatizante e a acdo das toxinas e suas conseqliéncias no organismo do
acidentado. Dentre os animais marinhos que mais tém sido estudados
podemos citar: Peixes (destacando-se as familias Tetradontidae,
Scorpaenidae, Batrachoididae, Dasyatidae e Ariidaey Cnidarios (medusas

ou aguas vivas, caravelas, corais e anémonas); Poriferos (esponjas);



Equinodermos (ourigos-do-mar, as estrelas e as holoturias ou “pepinos-do-
mar”) e Moluscos (caramujos) (Williamson, 1990).

Os Batrachoididae, também conhecidos como “tobadfishes”
(peixes-sapo), sdo peixes que habitam as aguas da costa da América,
Europa, Africa e india. Possuem pouco valor comercial, embora em alguns
paises sejam considerados como alimento. S8o animais marinhos ou
fluviais, podendo ser encontrados em estuérios, mas preferindo viver em
aguas turvas. Possuem um dos mais perfeitos aparatos de veneno, dentre
todas as familias de peixes venenosos, com glandulas de veneno conectadas
a espinhos dorsais como descreveu Collette (1966). Embora a sistematica de
identificacdo desses animais seja bastante discutida, encontram-se
classificadas 15 espécies. Destas, pelo menos quatro sdo encontradas no
Brasil: Thalassophryne nattereri, Thalassophryne punctata, Thalassophryne

reticulata e Thalassophryne amazonica (Lopes-Ferreira, 2000).

1.3. O Thalassophryne nattereri ou Niquim

No Brasil, os trabalhos pioneiros com os Batrachoididae foram

realizados por Froes (1932, 1933). Nestes trabalhos, foram descritos o habitat e

habitos, a maneira pela qual o veneno é expelido e a correta identificacdo das

especies. Os primeiros trabalhos realizados com o veneno do peixe

Thalassophryne nattereri estdo descritos em trés experiéncias realizadas:



Exp. | (Realizada em 24.11.1933 as 18 h. 30)

“Retirado um dos peixes do recipiente que os continha desde
as 10 horas da manha, quando haviam sido capturados, e postos o
ventre (previamente raspado) de uma cobaia em contato com o0 dorso
do niquim, ndo tardou que este reagisse de maneira habitual ericando
os aculeos wvulnerantes; logo que sentimos o0 estremecimento
provocado por essa reacdo, retiramos a cobaia e em vao buscamos
encontrar o ponto correspondente a penetracdo do aculeo (ou dos
aculeos) através da pele do ventre do animal de laboratdrio,
atribuindo a dificuldade de determinéd-lo com seguranca ao fato de
ter sido porventura parcial a penetracdo do instrumento vulnerante.

A cobaia ficou um pouco triste e pouco depois recusava
alimentar-se, parecendo mais tarde com tendéncia a retomar 0s
habitos normais; isso nos fez pensar na possibilidade de ndo haver
sido possivelmente alcangada pelo aculeo do niquim! No postridio,
porém, a parte do ventre previamente raspada apresentava uma
mancha esverdeada e a parede abdominal parecia infiltrada; o animal
mostrava-se triste e indiferente, permanecendo durante muito tempo
na mesma posicdo em que o colocdvamos. 36 horas apds a
inoculacdo manifestava-se paralisia progressiva dos membros
posteriores e 0 ventre chegava a tocar o solo, tdo infiltrado estava!
Seis horas mais tarde ja o animalzinho ndo conseguia mais mudar de
pOosiGao e assim permaneceu inerte, até as 2 horas e 30 min (44 horas
a contar da inoculacdo) quando entrou em rapida agonia. Toda a
regido em tomo do ponto de inoculagdo continuava esverdeada e
edemaciada, e os olhos tinham permanecido abertos, notando-se
midriase - fendmeno este que também haviamos verificado no
momento da inoculagéo (isto ¢, logo que o peixe reagira).

A necroscopia demonstrou que havia edema pronunciado dos
tecidos da parede abdominal, liquido peritoneal - ndo muito
abundante, - figado congesto e coracéo talvez (?) um pouco dilatado.
Foi examinado o sangue; ndo havia hemdlise, nem tampouco

qualquer outra alteracdo digna de nota. Ndo se logrou observar
febre”.



Exp. Il (Realizada no mesmo dia que a anterior, as 18 h. 45)

“Outra cobaia foi inoculada nas mesmas condigfes que a
anterior, sendo naturalmente utilizado um outro peixe.
Imediatamente ap0s a penetracdo de um dos aculeos vulnerantes
dorsais, que deixou vestigios bem visiveis, houve aceleracdo dos
batimentos cardiacos e dos movimentos respiratorios, com dispnéa
evidente. Também observamos midriase.

Durante algum tempo ficou o animal imovel e sem sair do
lugar quando tocado; ndo tardou que se manifestasse paralisia - e
progressivamente paralisia dos membros posteriores, recusando-se a
cobaia alimentar-se, cousa que em condi¢cdes normais jamais se
observa! Na manhd do dia 25, aproximadamente 12 horas apos a
inoculacdo, fomos encontrar a cobaia imovel e inteiricada, de olhos
muito abertos e pélo ericado; parecia uma estatua! Depois de
observa-la durante alguns minutos, notando que ndo mudava de
posicdo nem de atitude retira-la da gaiola: Estava mortal.

No ventre, em tomo do ponto de inoculacdo via-se uma
mancha esverdeada - semelhante & que observaramos na cobaia
anteriormente inoculada: também havia edema, ndo muito
pronunciado, da parede abdominal”.

Experiéncia Ul (Realizada no mesmo dia que as anteriores, as
18h. 55)

“Um pinto de dois meses, exposto ao ataque de outro niquim,
que o perfurou duplamente no peito, com o0s aculeos dorsais,
manifestou-se imediatamente sintomas alarmantes de violento
envenenamento, projetando a cabeca para traz com um movimento
brusco e dismétrico: produziram-se logo em seguida convulsfes
violentas, sucessivas, tetanizantes. Colocado no chdo, comecou o
pobre galinaceo a bater as asas, convulsivamente, durante 15 a 20
segundos e tombou inerte: Estava morto (cerca de um minuto,
apenas, depois de inoculado)” !

Assim, Froes concluiu que “quanto a acdo do veneno ndo ha duvida
de que ele tem efeito local e geral”. Ao lado de sintomas de irritacdo local

intensa (sempre presente nos casos humanos), ocorrem fenémenos de



ataque violento ao sistema nervoso, tanto mais intensos quanto mais
sensivel o animal inoculado”. A predominancia quase exclusiva dos
sintomas locais no homem é a grande desproporcao que ha, nestes casos,
entre a quantidade do veneno injetado e o0 peso do corpo da vitima (Lopes-
Ferrreira, 2000).

O Thalassophryne nattereri pertence ao filo Chordata, a classe
Osteochthyes, a ordem Batrachoidiformes e a familia Batrachoididae.
Conhecido popularmente como “niquim” (ni=feio, quin=espinhoso; do tupi
guarani), “aniquim”, “miquim” ou “niquim-de-lama”. Apresenta pequenas
dimensbes, cerca de 12 a 15 cm. Possui olhos grandes e salientes, cabeca
grande e boca rasgada, ndo possui escamas, estando todo o corpo protegido
por um muco, espesso e viscoso (Figura 1). Lembra o aspecto de um

batraquio, principalmente quando visto de frente (Frdes, 1932, 1933).
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Figura 1| - Fotografia de um exemplar de Thalassophryne nattereri
(niquim). Fonte: Lopes-Ferreira, 2000.

E considerado um peixe peconhento por apresentar um aparelho
inoculador de veneno que consiste em quatro espinhos (actleos), sendo dois
localizados na regido do dorso (lo segmento da nadadeira dorsal), situados
um apos o outro na linha mediana, e dois laterais (Figura 2). Funcionam

como arma de defesa, e no momento em que 0 peixe se sente agredido, eles
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ericam-se de uma sO vez, penetrando no agressor e inoculando o veneno

(Froes, 1932, 1933).

Figura 2 - Aparelho inoculador do veneno de T. nattereri
Espinhos dorsais (A) e ventrais (B), glandulas de veneno (C) e

(D) o niquim. Fonte: Lopes-Ferreira, 2000
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realiza mimetismo, alimenta-se na maioria das vezes de caranguejos,
moluscos e pequenos peixes, sendo ainda extremamente agressivo mesmo
frente a outros animais maiores (Froes, 1933). Habita aguas marinhas e
fluviais, vive entre rochedos ou plantas marinhas, encoberto pela areia ou
lodo, em locais relativamente rasos, a beira-mar ou, menos ffeqlientemente,
a beira-rio (Figura 3). E muito resistente e permanece vivo até cerca de 12

horas, apos ser retirado da agua.
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Figura 3 - Locais de ocorréncia do T. nattereri
Lagoa Mundau - Alagoas (A), Rio Jaguaribe - Fortim-CE (B)
Fonte: A- Lopes-Ferreira, 2000

O acidente provocado pelo T. nattereri ocorre através do contato
com areas corporeas, 0 que permite a perfuracdo do tegumento e liberacdo
do veneno por pressdao sobre o tecido glandular (Figura 4). Os acidentes
ocorrem, na maioria das vezes, na regido plantar ou palmar (figura 5). Tais
acidentes ocorrem quando as pessoas pisam inadvertidamente no peixe,
quando tocado por catadores de mariscos ou entdo quando presos as redes

de pesca ou nas redes dos currais de pesca (Figura 6).
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Figura 4- Desenho ilustrativo da perfuracdo do tegumento e da

liberacé&o do veneno por pressao sobre o tecido glandular.

Figura 5 - Acidentes provocados pelo T. nattereri
Na regido palmar 6h apods o acidente (A) e 24h apés (B)
Fonte: Fonseca, L.A., 2000
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Figura 6 - Formas de ocorréncia dos acidentes pelo T. nattereri
(A) Quando os peixes se encontram presos as redes de pesca, (B) no momento
em que os pescadores estdo catando mariscos, (C) ou quando estdo presos as

redes de currais. Fonte: Lopes-Ferreira, 2000.
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Os pacientes queixam-se sempre de dor intensa com irradiacéo
para a raiz do membro, em seguida ocorrendo a instalacdo de reacao
inflamatéria aguda no local atingido e mais tarde necrose, com dificil
cicatrizagdo. Na inexisténcia de um tratamento adequado, é comum a
ocorréncia de infeccdo bacteriana prolongada e em alguns casos ha a
necessidade de amputacdo do membro atingido (Auto, 1992).

Lopes-Ferreira e colaboradores (1998) descreveram os efeitos locais
e sistémicos provocados pela inoculacdo subcutanea do veneno do peixe T.
nattereri em camundongos. Os animais apresentaram edema, sinais de
alteragbes do sistema nervoso como movimentos rotacionais, erecao
pilérica, convulsdo e morte. Tais autores afirmaram que possivelmente
alteracbes neurologicas e letalidade ndo foram encontradas nos acidentes

humanos em virtude da relacdo quantidade de veneno inoculada pelo peixe

e 0 peso da vitima.

1.4. Epidemiologia

Pouco se sabe sobre a epidemiologia dos acidentes causados
pelo Thassophryne nattereri. A inexisténcia de um tratamento especifico e
a falta de notificacdo dos acidentes provavelmente contribuem para essa
situacao.

E sabido que acidentes provocados pelo T. nattereri ocorrem

constantemente na orla nordestina, como descrito no trabalho de Almeida e
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Rocha (1989) que descreve acidentes ocorridos no periodo compreendido
entre 1982 e 1987, mostrando que a maioria dos acidentes com animais
marinhos, na regido metropolitana de Salvador e adjacéncias, é provocado
pelo T. nattereri e 0s meses de maior ocorréncia fevereiro, marco e agosto
(Lopes-Ferreira, 2000).

Os trabalhos de Auto (1992) também relatam acidentes ocorridos
com o T. nattereri no Estado de Alagoas. Estes trabalhos demonstram que
o T. nattereri causa uma das formas de ictismo mais importantes levando a
acidentes que resultam em um sério problema econémico e social,
agravados pela inexisténcia de um tratamento eficiente (Lopes-Ferreira,
2000).

Relato de Haddad Jr et al. (2003) registraram 28 acidentes pelo
T.nattereri em Salinopolis (Para) e 17 casos na regido de Vaza-Barris
(Aracaju-SE). Nos casos relatados ndo foram observadas manifestacoes
sisttmicas, embora tenham sido observadas dor intensa e necrose
ocasional, provocando incapacitacdo da vitima.

No periodo de 1992 a 2002 foram registrados, pelo Centro de
Assisténcia Toxicoldgica do Ceard - CEATOX, casos de envenenamento
pelo T. nattereri no litoral do Ceara cujas manifestagbes clinicas mais

comuns foram dor e edema local. (Bezerra et al, 2003).
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1.5. Tratamento

Apesar do aumento significativo do nimero de notificacdes de
acidentes com animais marinhos, ndo existe nenhum tratamento especifico
para 0 envenenamento causado pelo T. nattereri. Alguns tratamentos
domeésticos consistem em colocar o membro afetado em agua quente, a uma
temperatura tdo alta quanto o paciente possa agientar (Halstead, 1971).

O uso de drogas antiinflamatorias utilizadas no tratamento do
envenenamento tais como a indometacina, a dexametasona,
antiinflamatorios néo esteroidais e esteroidais, respectivamente, ndo inibiram
a sintomatologia causada pelo acidente do T. nattereri (Lopes-Ferreiraetal.,
2002).

Na maioria dos casos de envenenamento causados por este peixe, 0
que se observa é um tratamento generalizado consistindo de lavagem
cirargica e de bloqueio local com lidocaina a 2% sem vasoconstritor visando
ndo apenas o alivio da dor bem como a limpeza e a remocdo de corpos
estranhos, o uso de dreno, de antibioticos e de analgésicos.

Atualmente, encontra-se em estudo no Instituto Butantan, um
antissoro para ser utilizado no envenenamento humano causado pelo T.
nattereri, como forma eficiente de tratamento, evitando as graves sequelas

deixadas pelo acidente.
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1.6. O Sistema Renal
1.6.1. Caracteristicas gerais

Os rins contribuem para a manutencdo da homeostase corporea,
produzindo a urina, através da qual s&o eliminados diversos residuos do
metabolismo, além de agua, eletrolitos e ndo-eletrdlitos em excesso no
meio interno (Ganong, 1989).

Segundo Guyton e Hall (1998), os rins desempenham mudltiplas
funcdes tais como:

- Regulacdo de Equilibrio Hidroeletrolitico;

-Regulacdo da Osmolaridade dos Liquidos Corporais e das
Concentracdes de eletrolitos;

- Regulagéo do Equilibrio Acido-Bésico;

- Excrecéo de produtos da Degradacdo Metabdlica e Substancias

Quimicas estranhas;

- Regulacéo da Pressao Arterial;

- Secrecdo de Hormonios;

- Gliconeogénese;

Sabe-se que, na presenca de doenca renal crbénica ou na
insuficiéncia renal aguda, essas funcdes homeostaticas encontram-se
comprometidas e verifica-se rapida ocorréncia de graves anormalidades no

volume e na composicao dos liquidos corporais (Bulger etal., 1982).
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1.6.2. Morfologia Renal

Os rins localizam-se na parede posterior do abdome, fora da
cavidade peritoneal. O rim tem a forma de um grao de feijdo com uma
borda convexa e outra concava, na qual se situa o hilo, por onde passam a
artéria e a veia renais, 0s vasos linfaticos, o suprimento nervoso e o ureter
que transporta a urina do rim para a bexiga, onde serd armazenada até ser
excretada.

O rim é constituido por uma capsula de tecido conjuntivo denso,
uma zona cortical e uma zona medular. A medula renal € dividida em
massas de tecido em forma de cone, denominadas piramides renais ou de
Malpighi, cujas bases e lados entram em contato com a zona cortical e
cujos vertices fazem saliéncia nos calices renais. Essas saliéncias sdo as
papilas (Junqueira e Carneiro, 1995).

A zona cortical é continua e ocupa o espaco deixado pelas
piramides de Malpighi. O rim apresenta lobos e lobulos, embora de
delimitacdo dificil. Cada lobo é formado por uma piramide de Malpighi e
pelo tecido cortical que recobre sua base e seus lados. O tecido cortical que
cobre os lados da piramide de Malpighi constitui as colunas renais de
Bertin. Um I6bulo é formado por um raio medular e pelo tecido da zona

cortical que Ihe fica em volta, delimitado pelas arteriolas interlobulares

(Junqueira e Carneiro, 1995).
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Os rins sdo constituidos pela associacdo de numerosas unidades
funcionais, ou néffons. Cada néffon € formado por uma parte dilatada, o
corpusculo de Malpighi, pelo tabulo contorcido proximal, pelas partes
delgada e espessa da alca de Henle e pelo tabulo contorcido distai.

O corpusculo de Malpighi é formado por um tufo de capilares
(glomérulo) envolvidos pela capsula de Bowman, que possui dois folhetos,
um interno, acoplado aos capilares, e outro externo, formando os limites do
corpusculo de Malpighi. Entre os dois folhetos da capsula de Bowman
existe 0 espaco capsular, que recebe o liquido filtrado da parede dos
capilares e do folheto visceral (Douglas, 2001).

Cada corpusculo de Malpighi tem um pélo vascular pelo qual
penetra a arteriola aferente e sai a arteriola eferente, e um pdlo urinério,
onde nasce o tubulo contorcido proximal. Ao penetrar no corpusculo de
Malpighi, a arteriola aferente divide-se em varios capilares, que véo
constituir as algas. Além disso, ha conexdes diretas entre 0 vaso aferente e
0 eferente, pelas quais o sangue pode circular, mesmo sem passar pelo
glomérulo. Nos capilares glomerulares circula sangue arterial, cuja pressao
hidrostatica é regulada pela arteriola eferente, que possui maior quantidade

musculo liso do que a aferente (Comark, 1996)
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1.6.3. Alteracdes renais causadas por venenos

Componentes toxicos dos venenos podem agir de forma direta ou
indireta sobre as células renais (Raab et al., 1966). Os efeitos toxicos sobre
0S rins podem causar:

a) AlteracOes de células renais (nefrite), células tubulares renais
(nefrose); globulos vermelhos (hemoglobindria), células musculares
(nefrose mioglobindrica), células nervosas (aumento da suscetibilidade
renal);

b) Efeitos enzimaticos com lise celular e trombose causando
infarto renal, formacdo de anafilotoxina e degranulacdo de mastécitos
podendo ocorrer choque anafilactoide e nefrose;

c) Alteracdes glomerulares que podem ser degenerativas ou
inflamatdrias, tubulares, causando nefrose por efeito toxico direto ou
efeitos secundarios pela degeneracdo celular (hemoglobina e
mioglobindria); hipoxia vascular e infarto renal.

A lesdo glomerular pode ser resultado de glomerulonefrite
proliferativa (Seedat et tz/.,1974). Este tipo de lesédo (glomerulonefrite,
glomerulite e sindrome nefrética) foi descrita nos acidentes ofidicos. As
alteracdes glomerulares consistem de proliferagdo de células endoteliais e
mesangiais, com deposicao de fibrina. Ocasionalmente ocorre crescimento

epitelial e geralmente a membrana basal ndo apresenta alteragao

significativa (Sitprijaetal., 1979).
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A patogénese da lesdo glomerular é decorrente da irritagdo direta
causada pelo veneno sobre os vasos e algumas vezes sobre os capilares
glomerulares (Jimenez-Porras, 1970), do efeito hemorrégico na membrana
basal glomerular (Ohsaka, 1973), da deposicdo de fibrina e da reacédo
imunoldgica. A C.I.V.D. (Coagulacdo IntraVascular Disseminada) pode
causar danos glomerulares com proliferacdo de células mesangiais
(Vassalli e McCluskey, 1965), fato freqliente nas picadas por crotalideos,
sendo estas alteracGes semelhantes as causadas pela toxemia gravidica. Ha
evidéncia de deposicdo de complexos imunes no glomérulo indicando a
importancia deste mecanismo na patogénese da lesdo vascular
(Sitprija,1979).

Venenos botropicos e crotalicos apresentam acdes neffotdxicas
direta sobre tabulos renais, embora outros mecanismos possam contribuir
para a patogénese dessas lesdes (Sanchez et al., 1992).

No envenenamento botrépico, a lesdo renal ocorre na forma de
insuficiéncia renal aguda (IRA) secundaria a necrose tubular aguda
(Kouyomdjian e Kouyoumdjian, 1986), necrose cortical renal (Cupo et al.,
1991) e ocasionalmente glomerulonefrite (Rezende et al., 1989). Afirma-se
a importancia das lesdes sistémicas causadas por disturbios da coagulacao
apos acidentes botrdpicos, tendo sido relatados entre eles, casos de obito.

De qualquer forma, CIVD possivelmente ndo tem relevancia em
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experimentos com perfusao renal, uma vez que o perfusato é desprovido de
fibrinogénio e de fatores de coagulacdo. (Havt et a.l, 2001).

Utilizando o mesmo modelo de perfusdo em rim isolado,
Monteiro e Fonteles (1999) concluiram que o veneno da Bothropsjararaca
causou nefrotoxicidade além de sugerir a participacdo de Fator de
Agregacao Plaquetaria (FAP) em sua atividade.

Boer-Lima e colaboradores (1999) registraram diversas
alteracOes histopatoldgicas na célula renal tais como: perda da borda em
escova de células tubulares proximais, vacuolizacdo citoplasmatica,
degeneracdo e descamacdo de células necréticas. Tais alteracdes
fundamentam-se provavelmente nas acBes proteoliticas do veneno e nas
atividades PLAZ2-dependentes.

A insuficiéncia renal aguda constitui a principal e mais séria
complicacdo do envenenamento crotalico (Cupo, 1988). Envenenamentos
por C. d. terrificus induzem distarbios na coagulacdo, miotoxicidade,
neurotoxicidade e insuficiéncia renal aguda. (Barraviera,1990; Martins et
aZ.,1998). As lesdes renais sdo atribuiveis a acdo miotoxica, bem como a
liberacdo de mioglobina excretada pelos rins e a provavel acdo nefrotdxica
direta do veneno (Azevedo-Marques et al., 1985). O efeito miotdxico
promovido pelo veneno da C. d. cascavella tem como conseqiéncia a
rabdomidlise cujo efeito constitui um potencializador na nefrotoxicidade

aguda do veneno (Martins et al., 2002).
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As complicacdes renais do acidente crotalico mais serias revelam
hemoglobinuria, oligaria, elevacdo dos niveis séricos de uréia e de
creatinina cuja associacdo se faz com os sinais originados da acéo
neurotdéxica do veneno, cujas mais freqlentes sdo: ptose unilateral
palpebral (facies neurotdxica), fragueza muscular generalizada e diplopia
secundaria a oftalmoplegia. (Martins et al., 1998).

Trabalhos realizados com a subespécie da C .d. cascavella
relataram lesGes diretas em tdbulos e em células glomerulares e
indiretamente causaram e estimularam liberacdo de mediadores endoteliais.
(Martins et aZ.,1998).

A picada de Vipera russel promove obstrucdo tubular por
hemoglobinaria e diminuicdo do limen arterial (Peiris et al., 1969). A
mioglobindria pode ocorrer, sendo secundaria a mionecrose, em picadas de
serpentes marinhas. Quando ocorre insuficiéncia renal € devido a obstrucéo
tubular pela mioglobina (Sitprija, 1979). Na insuficiéncia renal por

peconha de serpentes marinhas ha hipercalemia secundaria a mionecrose

(Monteiro, 1990).

1.7. Importancia e Justificativa

O estudo realizado visa contribuir para o esclarecimento dos efeitos

biologicos avaliando as possiveis alteracdes renais causadas pelo veneno do T.
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nattereri, para que formas de terapias mais eficientes sejam aplicadas nos casos
de envenenamento.

A demonstracdo da atual epidemiologia no estado do Ceara contribui
também na descricdo da gravidade das lesBes provocadas por esses acidentes,
na precariedade de tratamento e no desinteresse pelo assunto de grande
relevancia sécio-econémica em nosso Estado.

O conhecimento mais detalhado acerca das agbes bioldgicas do
veneno se faz fundamental na elaboracdo de ferramentas farmacoldgicas além

de fornecer embasamento cientifico para elaboracdo de novas linhas de

pesquisa.



TI
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O presente trabalho tem como objetivos:
2.1. Objetivos Gerais
- Investigar a epidemiologia dos acidentes humanos causados pelo
peixe Thalassophryne nattereri no Estado do Ceara, bem como avaliar os
efeitos renais induzidos pelo veneno;

- Avaliar os efeitos e as alteracBes histologicas provocadas pelo

veneno do peixe Thalassophryne nattereri no sistema renal.

2.2. Objetivos especificos

a) Analisar aspectos epidemioldgicos de acidentes causados pelo Niguim no

Estado do Ceara de 1992 a 2002;

b) Avaliar as alteracdes renais causadas pelo veneno do peixe Thalassophryne

nattereri’,

c) Comparar os efeitos renais causados pelo veneno do peixe Thalassophryne

nattereri em trés doses logaritmicas 0,3pg/mL, 1pg/mL e 3pg/mL;

d) Correlacionar as alteracBes histoldgicas e funcionais dos rins perfundidos

com o veneno do peixe Thalassophryne nattereri
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MATERIAIS E METODOS
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3.1. Coleta de dados para o estudo epidemiolégico

Os dados foram fornecidos pelo Centro de Assisténcia
Toxicoldgica (CEATOX) do Instituto Dr. José Frota (Hospital Municipal

de Fortaleza), onde s&o atendidos casos da Capital e do Interior.

No presente estudo, foi realizada uma revisdo das fichas de
atendimento dos pacientes acometidos com o acidente causado pelo T.

nattereri (Niquim) de 1992 a 2002, para anélise das manifestacdes clinicas

e da evolucdo dos mesmos.

3.2. Animais Experimentais para avaliar as alteragdes renais
Utilizamos ratos Wistar (Figura 07) adultos com peso entre 220 a
270g, sem distingdo de sexo, fornecidos pelo biotério da Unidade de
Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceard. Todos os animais
foram mantidos em jejum alimentar de 24 horas antes dos experimentos
com o fornecimento de &gua “ad libitum”. Os experimentos foram
realizados de acordo com os principios éticos de experimentacdo animal

adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
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Figura 07 - Animal experimental

3.3. Divisdo dos grupos de animais

Objetivando analisar os efeitos do veneno do Thalassophryne
nattereri (niquim), dividimos 0s animais experimentais em quatro grupos.
Um grupo controle, onde os rins foram perfundidos apenas com a solugéo
de Krebs-Henseleit modificada (MKHS), na presenca de 6g% de albumina
bovina. O grupo controle foi comparado aos outros trés grupos nos quais
utilizamos as concentragbes de 3pg/mL, ! pg/mL e 0,3 pg/mL do veneno

liofilizado. Cada grupo era formado por seis animais.

3.4. O Veneno
O veneno utilizado em nossos experimentos foi fornecido pelo
Instituto Butantan em S&o Paulo, pela Dra. Mdnica Lopes Ferreira. Para a

extracdo do veneno, os peixes foram coletados no encontro das aguas da
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Lagoa do Mundal com a Praia de Barra Nova, no Estado de Alagoas. A
extracdo era realizada comprimindo-se a base dos espinhos de modo a
afastar a membrana que os envolve, forcando a expulséo do veneno, que foi
coletado, sendo imediatamente centrifugado e estocado a -20°C ou
liofilizado. A concentracdo de proteinas do veneno de T.nattereri foi
determinada pelo método colorimétrico (Bradford, 1976) usando como
padrdo soro albumina bovina (Sigma, Chemical Company; ST.Louis, MO,
USA). A guantidade de veneno foi expressa pelo seu contetdo protéico. O
veneno liofilizado, nas doses de 30, 100 e 300 pg foi diluido antes de cada
experimento em Iml de solugédo salina (0,9%) e adicionado ao sistema, que

continha 100ml de solucdo perfusora, sempre ap6s 30 minutos do inicio

dos experimentos.

3.5. Substancias utilizadas
Nos experimentos com perfusdo renal utilizamos as seguintes

substancias:

NaHCO3 (Synth)
-> NaH2PO4 . H20 (Synth)
-> NaCl (Synth)
—* MgS04.7H20 (Reagen)
— CaCl2.2H20 (Reagen)

—»Manitol (Reagen)
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—> Ureia (Reagen)
-> KC1 (Merck)
—> Glicose (Squibb)
—> Penicilina G Potéassica Cristalina (Squibb)
—> Heparina (CEME)
—> Albumina bovina (Sigma) - Fracdo V
—> Inulina (Sigma)

—* Pentobarbital sédico (Sigma)

3.6. Solucgéo perfusora e seu preparo

A solucdo empregada nos experimentos foi a de Krebs-Henseleit
modificada, associada com albumina bovina 6%.

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada, concentrada a 20%, era
composta por NaCl = 138g, KC1 = 7g, NaH2PO4 . H20 = 3,29, MgS0O4 .
7H20 = 5,89, e Uréia = 10g. Separamos 100 ml desta solucdo 48 horas
antes do experimento e adicionamos NaHCQO?3 = 4,2 g, CaCl2.2H20 = 0,74
g, glicose = 2,0 g, e penicilina = 0,050 g. Em seguida, o volume foi
completado para 2000ml com agua bidestilada. Desta ultima solucéo, foi
retirado 300ml e adicionado albumina bovina (6%). Apds esse processo, foi
realizada uma dialise com o auxilio de um homogeneizador. A dialise tem
como funcdo remover possiveis substancias contaminantes como o citrato,

lactato e piruvato (Hanson e Ballard,1968; Cohen et al., 1977; Schurek et
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al., 1970; Ross, 1978). Os 1700mL restantes foram usados como solucdo
para a dialise, a qual foi trocada a cada 24 horas. Esta solucédo foi dialisada
por 48 horas, e ao final deste periodo foi adicionado 0,159 de Inulina. O pH

da solucdo perfusora foi ajustado entre os valores de 7,3 e 7,4.

3.7. O Sistema de Perfusdo Renal

As primeiras perfusdes renais foram realizadas por Lobell em
1849, Bidder em 1862, Ludwig em 1868 e Schroder em 1882 (Araujo
Filho, 1995) tendo sido um instrumento da pesquisa fisiologica por mais de
um seculo. A técnica de perfusdo renal sofreu grandes avancos,
principalmente nas décadas de 70 e 80. Como descobertas importantes,
podemos citar a adicdo da fracdo V de albumina bovina pura a solucéo
perfusora (Bowman, 1970; Bowman e Mack, 1974; De Mello e Maack,
1976; Little e Cohen, 1974); a utilizacdo de substancias como glicose,
aminoacido, oxaloacetato, piruvato e lactato (Bahlman et al., 1967; Trimble
e Bowman, 1973; De Melo e Mack, 1976); o uso da solucdo de Krebs-
Henseleit (Schurek, 1980); e a adaptacdo do sistema para o0 emprego de um
filtro miliporo no sistema de perfusdo renal de ratos (Ross et al.,1973;
Cohen et al.,1977; Fonteles, 1980).

Atualmente existem dois tipos de sistemas de perfusdo de rim
isolado, o aberto e o fechado. No sistema aberto, o perfusato ndo recircula

pelo rim. Este sistema apresenta um alto gasto de albumina, inviabilizando
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a elaboracdo de projetos. No sistema fechado, o perfusato recircula pelo
rim e apresenta varias vantagens sobre o aberto, pois permite uma maior
economia de albumina, as substancias dialisadas se mantém na solucéo e a
oxigenacdo pode ser adaptada ao proprio dialisador (Monteiro, 1990;
Monteiro et al., 1999).

Os primeiros perfusatos foram constituidos para mimetizar o
sangue e por este motivo tinham uma concentragdo de sédio de 140 Mm e
uma concentracdo de potassio de 4 mM. Araudjo Filho (1995), relatou que
as hemacias foram excluidas do sistema de perfusdo, porque uma alta
capacidade de oxigénio seria desnecessaria em niveis baixos de
temperatura, usados na preservacao de 6rgaos.

Segundo Marshall (1984), o perfusato ideal seria aquele que
mimetiza a composicdo do fluido extracelular e osmolaridade, com
substratos de glicose, acidos graxos ligados a albumina e oxigénio.

No nosso trabalho foi utilizado o sistema fechado (Figuras 08 e
09), que inicialmente foi baseado nos estudos realizados por Bowman e
Mack (1974) e Ross (1978). Fonteles e colaboradores (1982, 1983)
modificaram o sistema, adicionando um pulmao artificial do tipo silastico,

baseado no modelo de Hamilton et al., (1974).

O sistema de perfusdo fechado (Figuras 08 e 09) é composto de

varios equipamentos, cada um com uma determinada funcéo.
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Condensador - mantém aquecido o cilindro reto que comporta a
solucédo do experimento;

Coletor de urina - frasco que recebe a urina do rim montado no
sistema, trocado em intervalos de 10 minutos;

Seringa coletora de perfiisato - coletor da solucdo de perfusédo feita
em intervalos de 10 minutos;

Bomba de perfusdo (Watson) - bombeia a solu¢do de perfusdo no
sistema, apresenta cinco velocidades;

Filtro de milipore (8pm) - filtra a solucdo perfasora;

Banho-maria - aquece o oxigenador ou pulméo artificial mantendo a
temperatura constante entre 36 e 37° C;

Fluxémetro - mede o fluxo da solucéo;

Manometro de mercdrio - mede a pressao do perfusato;

Catabolhas - retira as bolhas formadas evitando embolia.

Oxigenador ou pulméo artificial - promove as trocas gasosas (95%
de O2 e 5% de CO2)

Bomba aquecedora com termostato - mantém o sistema de perfusao

na temperatura de 37° C.
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A possibilidade de anéalise das funcdes renais sob condi¢bes bem
definidas e sem a intervencdo de fatores sistémicos tem levado os
pesquisadores a usar o rim isolado e perfundido de rato para estudar varios
aspectos do transporte e do metabolismo renais (Aradjo Filho, 1995;

Monteiro et al., 1999; Fonteles et al., 2001).

Catabolhas
Manémetro
Canula
Arterial
Coletor
de Urina .
Condensador . ~
. iFluxémetro
Bomba Oxigenador
Banho Maria
Seringa

Figura 08 - Esquema do Sistema de Perfusdo de Rim Isolado
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Figura 09 - Fotos do Sistema de perfusédo de rim isolado
3.8. Preparo do Sistema

Antes do inicio de cada experimento, o sistema era calibrado apos

rigorosa limpeza com detergente e agua destilada.

A calibracdo do sistema foi realizada com o sistema em
funcionamento na presenca de salina, aquecida entre as temperaturas de 36
a 37° C. A cada unidade da bomba de perfusdo (1, 2, 3, 4 e 5), coletamos a
salina por 1 minuto em proveta milimetrada (fluxo na ponta da canula), e

anotamos a medida do fluxdmetro e a pressdao de perfusdo, a qual foi
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medida através do mandmetro de mercdrio ligado ao sistema. Para melhor

adaptacdo do sistema as unidades da bomba, deixamos 3 minutos de

intervalo entre cada coleta.

A calibracdo foi realizada com o intuito de conhecer o fluxo de
perfusdo em face da resisténcia da propria canula. Em seguida, o0s
resultados obtidos na calibracdo dos trés grupos tratados foram compilados
em curvas, onde plotamos a velocidade da bomba no eixo das abscissas
contra a pressdao de perfusdo, volume de salina coletado (fluxo) e o valor

obtido no fluxdmetro no eixo das ordenadas (Figuras 10, 11 e 12).
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Velocidade da Bomba (rpm x 10)

Figura 10 - Grafico de calibracdo Fluxdmetro x Velocidade da Bomba
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Figura 11 — Gréfico de calibracdo Fluxo x Velocidade da Bomba
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Figura 12 - Graéfico de calibragdo Presséo de Perfusdo x Velocidade da
Bomba
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3.9. Técnica Ciruargica

Apobs a anestesia do animal com pentobarbital sédico na dose de 50
mg/Kg de peso vivo, com aplicacdo intraperitoneal (IP), injetamos na veia
femural, devidamente identificada, 3 ml de manitol 20%, com objetivo de
melhorar a diurese do animal. Apés assepsia, fizemos uma incisdo da
parede abdominal com base na linha alba e duas incis@es perpendiculares a
primeira, para aumentar o campo cirirgico. Rebatemos as visceras para o
lado esquerdo para visualizagdo do rim direito e procedemos a limpeza do
excesso de tecido gorduroso presente na area. Em seguida, isolamos o
ureter, o qual foi canulado através de tubo de polietileno (PE50). Com o
objetivo de evitar interferéncia fisiolégica da glandula adrenal direita no
experimento, esta foi identificada, isolada e seccionada, para com isso
procedermos a descapsulacdo do rim. Realizados estes procedimentos,
canulamos a artéria renal, a partir da artéria mesentérica superior. Apds sua
identificacdo, a artéria mesentérica superior foi ocluida em seu lado direito
e pincada no seu lado esquerdo. Com um pequeno corte em seu tecido
introduzimos a canula por 3 a 5 mm e fixamos canula e artéria. Em
seguida, os 6rgdos foram isolados com pincas e seccionados, promovendo a
retirada do rim e ureter, devidamente liberados. Com o rim j& acoplado ao
sistema, esperamos um periodo de aproximadamente 20 minutos para sua

adaptacédo ao sistema in vitro (Figura 13).



Figura 13 - Técnica cirargica. A - veia femoral; B - ureter direito
canulado; C - artéria renal; D - artéria mesentérica; - E - aorta; F -

canula arterial.
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3.10. Protocolo Experimental

Os experimentos foram iniciados ap0s a adaptacdo do 6rgéo ao
sistema em aproximadamente 20 minutos. O tempo total de perfusdo do
orgdo foi sempre de 120 minutos. Durante esse periodo, coletamos a cada 5
minutos a medida do fluxdémetro e a pressdo de perfusdo. Em intervalos de
10 minutos, de maneira intercalada, coletamos a urina e o perfusato. 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 medida de osmolaridade. O
veneno do peixe Thalassophryne nattereri era administrado sempre 30

minutos apos o inicio dos experimentos.

Com o rim direito montado no sistema, coletamos o rim esquerdo
para controle, o qual foi pesado e dele retirado um fragmento para posterior

exame histopatoldgico. Ap6s o fim do experimento, foi realizado o mesmo

procedimento com o rim direito.

3.11. Avaliacéo bioquimica

O perfusato e a urina foram coletados em intervalos de 10
minutos, de forma intercalada, conforme o protocolo experimental ja
descrito. Com este material realizamos testes bioquimicos de dosagem de

sodio, potassio, pelo método de fotometria de chama (Flame photometer -
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modelo 443 IL). As dosagens de cloro foram realizadas atraves de metodo
colorimétrico. A inulina foi dosada a partir do mesmo material, através de
hidrolise direta descrita por Fonteles e Leibach (1982). Por fim, medimos a
osmolaridade das amostras com um osmometro (Vapor pressure
osmometer - modelo 5100c ESCOR). Todas as anélises bioguimicas foram

realizadas na unidade de Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do

Ceara.

3.12. Histologia

Apobs cada experimento, retiramos fragmentos dos dois rins, que
foram acondicionados em frascos com formol 10%. Para proceder a anélise
histologica, estes fragmentos foram desidratados, diafanizados e em
seguida cortados, numa espessura de 5pm. Em seguida, procedemos a
coloragdo do material pela hematoxilina-eosina e as laminas foram

analisadas por microscopio optico (Nikon).

Todas as laminas foram confeccionadas no Laboratério de
Anatomia Patoldgica - Biopse, e avaliadas no Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Universidade Federal do Cear4d com a orientagdo e
colaboracédo do Dr. Dalgimar Beserra de Menezes

3.13. Célculo dos parametros renais
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Foram utilizadas as seguintes formulas para determinacdo dos
parametros funcionais renais (Martinez-Maldonado et al., 1978; Fonteles,

1980):
—> PP - presséo de perfusdo (mmHg) - obtido do manémetro de mercurio
—> FU - fluxo urinério (ml.g "".min') =
FU = peso do volume urinario/ peso do rim esquerdo x 10
-> FPR- fluxo plasmatico renal (ml.g ™'.minl) =
FPR = Fluxo registrado a cada 10 min./ intervalo de tempo X peso do
rim
—> RVR - resisténcia vascular renal (mmHg/ml.g ".min’l) =
RVR = PP/ FPR
—> RFG - ritmo de filtracdo glomerular (ml. g_L. min'l) =
RFG = DOUin / DOPin x FU, onde
DOUin = densidade 6tica da inulina na urina
DOPin = densidade otica da inulina no perfusato
-> FNat - sodio filtrado (pEq.g 4.min4) =
FNat+ = RFG x PNat, onde
PNat = concentracdo de sodio no perfusato

—> ENat - sodio excretado (pEg.g 4.min 4) =



ENa+=FU x UNa+, onde
UNat = concentracdo de sddio na urina

-» TNat - sédio transportado (pEg.g 1.min™) =
TNa+ = FNat - ENat

-> %TNat - percentual de sodio transportado =
%TNat+ = TNa+x 100/ FNa+t

—> Cosm — clearance osmotico (ml.g ".min'l) =
Cosm = (Uosm / Posm) x FU, onde
Uosm = osmolaridade urinaria
Posm = osmolaridade do perfusato

—* CH2o~ clearance de agua livre(ml.g '1.min'l)=
Ch2o= FU - Cosm

—> d TNat+ - transporte distai de sodio (ml.g ‘l.mml)=
dTNat+ = CH20xPNat

—> AdNat - aporte distai de sddio (pEq.g ".min )=
AdNa+=dTNat+ +ENat

—> pTNat+ - transporte proximal de sodio (pEq.g

pTNa+= FNa+x AdNat

.minl) =

46
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% pTNat+ =pTNatx 100 / FNat

Todos os célculos realizados para a determinagdo dos parametros
do ion sbdio, acima citados, foram repetidos para 0s ions potassio e 0

cloreto.

3.14. Estatistica

Utilizamos um computador PC - Pentium (133Hz) e programa
Sigmastat para analise estatistica dos dados, expressos por média £ EPM.
Os valores dos parametros renais dos quatro grupos aqui avaliados foram
comparados por ANOVA e teste comparativo entre grupos, feito por “teste

t de Bonferroni’, com significancia de * p < 0,05.

Todas as tabelas e graficos que avaliaram 0s parametros renais
foram estudados de acordo com a variavel tempo, e os dados compilados

em intervalos de 30 minutos.

A analise estatistica do estudo epidemioldgico foi realizada

através do Epi Info versdo 6.04b.



48

RESULTADOS
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4.1. Resultados epidemiologicos

Foram registrados 16 casos de envenenamento pelo T. nattereri
no litoral do Ceara. A maioria dos acidentes (87,5%) ocorreu em praias da
regido metropolitana de Fortaleza, com apenas 12,5% dos casos tendo
ocorrido em praias do interior (Figura 14).

Com relacdo ao sexo, 15 (94%) eram do sexo masculino e 1(6%)
do sexo feminino. Com relacdo a idade, 12 pacientes (75%) estavam na
faixa etaria de 21 a 40 anos, 3 (19%) tinham entre 41 e 60 anos e 1 (6%)
estava na faixade 1 a 10 anos (Figura 15).

O tempo de exposicdo foi de 1 a 5 horas (4 pacientes), 6 a 12 (3
pacientes) e mais de 12 horas (4 pacientes) e 5 pacientes ndo conseguiram
informar o tempo decorrido entre o acidente e o atendimento (Figura 16).

As manifestacdes clinicas mais comuns foram dor e edema local.
Observou-se também isquemia, paralisia local, equimose e sensagdo de
gueimacao na pele (Figura 17).

O tratamento consistiu de antiinflamatorios e analgésicos na
maioria dos casos. Em alguns casos, foram utilizados anestésicos, agua
morna, lavagem cirdrgica e anti-histaminicos. Em 12 casos (75%)
observou-se cura confirmada e em 2 (12%) cura ndo confirmada. Em dois

casos a evolucéo foi ignorada (Bezerra, 2003).



Capital (14) 87,5%

FONTE: Centro de Assisténcia Toxicologica-CEATOX/IJF

Figura 14 - Procedéncia dos casos de envenenamento por T. nattereri. Ceara, de 1992 a 2002.



Masculino (15) 94%

Feminino
(1)6%

FONTE: Centro de Assisténcia Toxicologica-CEATOX/IJF

Figura 15 - Sexo do Acidentado no Envenenamento por T. nattereri.CQara, de 1992 a 2002



FONTE: Centro de Assisténcia Toxicol6gica-CEA TOX/IJF

Figura 16 - Faixa Etaria do Acidentado no Envenenamento por T. nattereri
Ceara, de 1992 a 2002



Cura confirmada

(2)12,5%

FONTE: Centro de Assisténcia Toxicologica-CEATOX/1JF

Figura 17 - Evolucéo Clinica do Acidentado no Envenenamento por T. nattereri.
Ceara, de 1992 a 2002



Intervalo de Tempo
1 a5 horas
6 a 12 horas
Mais de 12 horas
N&o informado

Total

N°.

4
5
16

1992 a 2002
%
25
18,75
25
31,25

Fonte: Centro de Assisténcia Toxicoldgica -CEATOX

Tabela 2 - NUmeros e percentuais de casos de acidentes por T. nattereri

segundo o tempo decorrido entre o acidente e o atendimento, no Ceara de

iNnfti nun
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4.2. Estudo dos parametros funcionais renais
4.2.1. Avaliacéo do grupo controle em rim isolado de rato

Os paréametros funcionais avaliados no grupo controle em que 0s rins
foram perfundidos apenas com solucdo de Krebs-Henseleit modificada
permaneceram estaveis durante os 120 min de perfusdo (Figuras 18 a 31 e

Tabelas 3 a 16).

4.2.2. Avaliacdo do Efeito do veneno do Niquim {Thalassophryne
nattereri) em rim isolado nas concentracdes 0,3pg/mK, 1pg/mL e

3pg/mL.

A infusdo do veneno ocorreu aos 30 min de perfusdo, portanto os
30 min. iniciais funcionaram como controle interno do préprio
experimento. Apos o tratamento com as trés doses (0,3pg/mL, 1pg/mL e 3
pg/mL) do veneno do peixe Thalassophryne nattereri , foi observado que
todas as trés concentracdes do veneno causaram um aumento na pressao de
perfusdo (PP) no tempo de 60 min., sendo também observado nos tempos

de 90 e 120 min. (Figura 21 e Tabela 3).

A Resisténcia Vascular Renal (RVR) comecou a se elevar no

tempo de 60 min somente na concentracdo de 0,3 pg/mL, e se intensificou
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nos tempos de 90 e 120 min em todas as trés concentragcdes do veneno

(Figura 19 e Tabela 4).

O Fluxo Urinario (FU) e o Ritmo de Filtragdo Glomerular (RFG)
comecaram a aumentar no tempo de 90 min, e se intensificaram no tempo
de 120 min nas concentracbes de 0,3 e 1 pg/mL. Na dose de 3 pg/mL , os

dois parametros diminuiram nos tempos de 90 e 120 min (Figuras 20 e 21;

Tabelas 5 e 6).

O percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNat) na dose de 3
pg/mL comecou a reduzir no tempo de 90 min e este efeito se intensificou

no tempo de 120min de cada experimento ( Figura 22 e Tabela 7).

O percentual de Transporte Tubular de Potassio (%TK+) e de cloro
(%TC1 ) na dose de 3 pg/mL comecaram a reduzir no tempo de 60 min, e
este efeito foi observado também nos tempos de 90 e 120 min. (Figuras 24

e 26; Tabelas 9 e 11).

O percentual de Transporte Tubular Proximal de Sodio (%pTNat) na
dose de 3 pg/mL diminuiu no tempo de 90 min, sendo observado o mesmo

efeito no tempo de 120 min. (Figura 23 e Tabela 8).

O percentual de Transporte Tubular Proximal de Potassio (%pTK+)
aumentou na dose de 1 pg/mL no tempo de 120 min. e na dose de 3 pg/mL

esse parametro diminuiu no tempo de 90 min. (Figura 25 e Tabela 10).



o7

O percentual de Transporte Tubular Proximal de Cloro (%pTCl )
comecgou a reduzir no tempo de 60 min. nas doses de 0,3 pg/mL e 3
pg/mL, sendo observado o mesmo efeito nos tempos de 90 e 120 min

apenas na dose de 3 pg/mL (Figura 27 e Tabela 12).

A Excrecdo de Sddio (ENat+) comecou a aumentar no tempo de 90
min. na dose de 0,3 pg/mL e se intensificou no tempo de 120 min. O
mesmo efeito foi observado na dose de 1 pg/mL apenas no tempo de 120

min. (Figura 28 e Tabela 13).

A Excrecdo de Potassio (EK+) aumentou progressivamente nas doses
de 0,3 pg/mL e 1 pg/mL no tempo de 90 min, com efeito maximo aos 120
min de perfusdo. Na dose de 3 pg/mL esse parametro apresentou uma
gueda significativa apds 90 minutos de perfusdo, se mantendo reduzido aos

120 min. (Figura 29 e Tabela 14).

A Excrecdo de Cloro (EC1' ) comecou a aumentar de forma
significativa nas doses de 0,3 pg/mL e 1 pg/mL no tempo de 90 min. sendo
observado 0 mesmo efeito aos 120 min. Na dose de 3 pg/mL esse
parametro diminuiu no tempo de 90 min., se mantendo reduzido aos

120min. (Figura 30 e Tabela 15).

O Clearance osmético (Cosm) comegou a aumentar na concentracao
de I pg/mL no tempo de 60 min, também sendo observado nos tempos de

90 e 120 min. O mesmo efeito ocorreu na concentracdo de 0,3 pg/ml nos
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ultimos dois tempos. Uma reducdo significativa foi observada na

concentracdo de 3 pg/mL no tempo de 90 min. (Figura 31 e Tabela 16).



Tempo

Controle

0,3

Os dados representam a média £ E.P.M.( p<0,05).

30 min

111,68 +0,67

108,57 0,77

109,06 +0,64

106,90 +0,50

60 min

110,45 0,35

131,17 £ 2,38 *

127,20 *0,76

129,50 + 6,03 *

90 min

111,00 +0,69

131,37 *¥1,80

129,67 + 0,87 *

120,57 £ 0,59 *

120 min

111,47 +0,34

141,83 ¥2,67

136,33 *#0,94

127,77 *¥2,68

Tabela 3: Pressdo de Perfusdo Renal (mmHg) nos grupos controle (n=6) e tratados com o veneno (n=6) do peixe T.

nattereri nas concentragoes de 0,3 pg/mL , 1 pg/mL e 3 pg/mL.



L.—Controle

L....10,3 pg/m L
L,..01,0 pg/m L

PP (mmHg)
w
[o)
o;
Q
3
-

Dados apresentados por média + EPM (p<0,05). PP = pressdo de perfusdo. * = diferenca estatistica em relacdo ao grupo
controle.

Figura 18 - Pressdo de Perfusdo (mmHg) na auséncia (n=6) e presenca (n=6) do veneno do Thalassophryne nattereri nas
concentragdes de 0,3pg/mL, Ipg/mL e 3 pg/mL.



Tempo 30 min 60 min 90 min 120 min
Controle 4,59 + 0,02 4,70 + 0,06 4,36 0,16 4,62 +0,11
0,3 4,69 + 0,05 5,72 *¥0,12 5,70 + 0,07 * 6,14 +0,11

! 4,62 +0,07 5,02 + 0,04 5,12 *#0,04 5,37 + 0,04

3 4,43 + 0,02 5,37 + 0,25 5,00 + 0,02 * 5,31 0,12

Os dados representam a média £ E.P.M.( p<0,05).

Tabela 4: Resisténcia Vascular Renal (mmHg/mi.g”*.minl) nos grupos controle (n=6) e tratados com o veneno (n=6) do peixe
T. nattereri nas concentracdes de 0,3 pg/mL , 1 pg/mL e 3 pg/mL.



1... .l Controle

t...... 10,3 Rg/mL
L. .J1,0 Rg/mL
LIZZl 3,0 ug/ni L

Dados apresentados por média + EPM (p<0,05). RVR = resisténcia vascular renal. * = diferenca estatistica em relacdo ao grupo
controle

Figura 19 - Resisténcia Vascular Renal (mmHg/nil.giminl) na auséncia (n=6) e na presenca (n=6) do veneno do
Thalassophryne nattereri nas concentragoes de 0,3pg/mL , lpg/mL e 3 pg/mL.



Tempo 30 min 60 min 90 min 120 min

Controle 0,15 +0,01 0,17 £0,01 0,18 +0,01 0,17 +0,01
0,3 0,14 +0,01 0,21 +0,01 0,24 +0,01 * 0,35 +0,03 *
1 0,18 +0,01 0,23 +0,01 0,26 +0,01 * 0,29 +0,01 *
3 0,17 £0,01 0,20 + 0,03 0,12 +0,01 * 0,14 +0,01 *

Os dados representam a média £ E.P.M.( p<0,05).

Tabela 5: Fluxo Urinario (ml.giminl) nos grupos controle (n=6) e tratados com o veneno (n=6) do peixe T. nattereri nas
concentragdes de 0,3 pg/mL , 1 pg/mL e 3 pg/mL.



| Controle
10,3 gg/mL.
LIZZJ 1,0 pg/m L
| 13,0 pg/mL

FU (mL.g” .min

Tempo (min.)
Dados apresentados por média = EPM (p<0,05). FU = Fluxo urinario. * = diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle.

Figura 20 - Fluxo Urinario (mL.gl.min'l) na auséncia (n=6) e na presenca (n=6) do veneno do Thalassophryne nattereri
nas concentracoes de 0,3pg/mL , 1 pg/mL e 3 pg/mL.



Tempo 30 min 60 min 90 min 120 min
Controle 0,77 £ 0,05 0,74 £ 0,02 0,70 £ 0,03 0,73 £ 0,03
0,3 0,68 £ 0,03 0,95 £ 0,05 1,17 £0,03 * 1,98 +0,20

! 0,83 +0,01 1,07 £0,02 1,10 *0,07 1,44 £ 0,02

3 0,86 = 0,02 0,91 +0,14 0,41 +0,01 * 0,49 + 0,05

Os dados representam a média + E.P.M.( p<0,05).

Tabela 6: Ritmo de Filtracdo Glomerular (ml.gAmin-1) nos grupos controle (n=6) e tratados com o0 veneno (n=6) do peixe
T. nattereri nas concentracoes de 0,3 pg/mL, 1 pg/mL e 3 pg/mL.



2
. Controle

0,3 jxg/mL
1,0 pg/mL
3,0 pg/mL

RO

Tempo (min.)

Dados apresentados por média + EPM (p<0,05). RFG= ritmo de filtragdo glomerular. ~ = diferenca estatistica em relagdo ao
grupo controle.

Figura 21 - Ritmo de Filtracdo Glomerular (niL.g'l.min l) na auséncia (n=6) e na presenca (n-6) do veneno do
Thalassophryne nattereri nas concentragdes de 0,3 pg/mL, 1 iig/niL e 3 jig/inL.



Tempo 30 min 60 min 90 min 120 min

Controle 80,66 + 0,25 80,52 + 0,26 80,52 + 0,32 81,15 +0,20
0,3 82,23 £ 0,72 79,09 + 1,05 78,92 + 0,37 81,47 +0,72
1,0 81,11 +0,86 78,04 +1,18 76,16 +3,34 79,49 = 0,87
3,0 82,22 + 0,90 78,04 +1,18 71,29 *¥0,64 73,10 ¥1,07

Os dados representam a média = E.P.M. ¢ p<0,05).

Tabela 7: Percentual do Transporte Tubular de Sodio ( %TNat) nos grupos controle (n=6) e tratados com o0 veneno (n=6) do
peixe T. nattereri nas concentragdes de 0,3 pg/mL, 1 pg/mL e 3 pg/mL.



100-1
L Z3 Controle

I 10,3 pg/mL

75° ..-.J 1,0 pg/mL
EzZZ] 3,0 pg/mL

50-

25-

60 90 120
Tempo (min.)
Dados apresentados por média £ EPM (p<0,05). (%TNat+) = percentual de transporte tubular de sédio . * = diferenca estatistica

em relacdo ao grupo controle.

Figura 22 - Percentual de transporte tubular de sédio (%TNa+t) na auséncia (n=6) e na presenca (n=6) do veneno do
Thalassophryne nattereri nas concentracdes de 0,3 pg/mL , 1 pg/mL e 3 pg/mL.



Tempo 30 min 60 min 90 min 120 min
Controle 79,82 £ 0,74 77,97 £ 0,46 76,90 + 1,38 77,41 £0,25
0,3 78,96 +1,19 76,00 + 1,47 75,73 £ 0,39 78,83 £ 0,86
| 79,96 £1,03 78,55 + 0,54 74,44 + 3,46 78,64 + 0,88
3 79,77 £ 0,75 75,47 £1,43 67,91 + 1,36 70,66 ¥1,17

Os dados representam a média+ E.P.M. <0,05).

Tabela 8: Percentual do Transporte Tubular Proximal de Sédio ( %pTNat) nos grupos controle (n=6) e tratados com o
veneno (n=6) do peixe T. nattereri nas concentragoes de 0,3 pg/mL, 1 pg/mL e 3 pg/mL.



I-....| Controle

L....10,3 pg/mL
| 11,0 gg/mL
L. J3,0 [ig/mL

Dados apresentados por média + EPM (p<0,05). (%pTNat) = percentual de transporte tubular de sédio . * = diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle.

Figura 23- Percentual de Transporte Tubular Proximal de Sédio (%opTNat) na auséncia (n=6) e na presenca (n=6) do
veneno do Thalassophryne nattereri nas concentragdes de 0,3 pg/mL, 1 pg/mL e 3 pg/mL.



Tempo 30 min 60 min 90 min 120 min
Controle 71,44 +0,21 72,23 £1,23 71,22 £0,27 72,90 + 0,84
0,3 69,47 £ 0,75 67,23 £ 1,94 65,26 + 0,84 71,90 +1,69
1 72,29 £1,12 75,41 +0,65 71,23 2,55 76,62 £1,04
3 71,29 +0,74 66,32 ¥#1,69 61,14 #0,64 67,22 ¥1,63

Os dados representam a média = E.P.M. <0,05).

TABELA 9: Percentual do Transporte Tubular de Potéssio (%TK+) nos grupos controle (n=6) e tratados com o veneno
(n=6) do peixe T. nattereri nas concentracgdes de 0,3pg/mL, 1 pg/mL e 3 pg/mL.



100-1
I—..J Controle

... .10,3 gg/mL
L-..J10 fig/mL

Dados apresentados por média + EPM (p<0,05). (%TK+) = percentual de transporte tubular de potéssio * = diferenca estatistica
em relacdo ao grupo controle.

Figura 24 - Percentual de Transporte Tubular de Potassio (%TK+) na auséncia (n=6) e na presen¢a (n=6) do veneno do
Thalassophryne nattereri nas concentracdes de 0,3ug/mL , ljug/mL e 3 ug/inL



Tempo 30 min 60 min 90 min 120 min

Controle 67,28 + 0,86 66,71+ 1,23 65,70 0,61 66,44 +0,21
0,3 66,20 + 1,24 64,13 +2,20 63,11 +0,80 69,27 1,87

l 71,14 +1,23 74,14 +0,63 69,51 +2,68 75,77 + 1,03 *
3 68,84 + 0,92 63,75 + 1,86 57,76 £ 0,83 * 64,79 +1,83

Os dados representam a media + E.P.M. (<0,05).

TABELA 10: Percentual do Transporte Tubular Proximal de Potassio (%opTK+) nos grupos controle (n=6) e tratados
com o veneno (n=6) do peixe T. nattereri nas concentragoes de 0,3 pg/mL, 1 pg/mL e 3 pg/mL.



75-i

L-- .| Controle
L 10,3 pg/mL
l........ 11,0 jug/m L

l....... 13,0 (Lig/m L

Dados apresentados por média + EPM (p<0,05). (%pTK+) = percentual de transporte tubular proximal de potassio * = diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle.

Figura 25 - Percentual de Transporte Tubular Proximal de Potéassio (%opTK+) na auséncia (n=6) e na presenca (n=6) do
veneno do Thalassophryne nattereri nas concentracgdes de 0,3 pg/mL , 1 pg/mL e 3 pg/mL.



Tempo 30 min 60 min 90 min 120 min

Controle 78,90 + 0,34 80,25 +1,08 76,32 + 0,90 77,53 +0,81
0,3 79,13 0,72 74,76 + 0,79 75,76 + 0,57 78,11 +1,14

1 77,40 £ 1,26 75,66 +1,80 70,25 £ 2,65 76,72 +1,02

3 79,95 £ 0,93 72,45 £ 0,65 * 72,22 ¥1,26 69,49 #1,53

Os dados representam a média = E.P.M. <0,05).

TABELA 11: Percentual do Transporte Tubular Cloro (%TC1_) nos grupos controle (n=6) e tratados com o0 veneno
(n=6) do peixe T. nattereri nas concentracdes de 03 pg/mL, 1 pg/mL e 3 pg/mL.



100
l..-.... Controle

. JO,3 gg/mL
Ezz77Z1 1,0 gg/m L
| J3,0 gg/mL

Dados apresentados por média £ EPM (p<0,05). (%TC1 ) = percentual de transporte tubular de cloro * = diferenca estatistica
em relacdo ao grupo controle.

Figura 26 - Percentual de Transporte Tubular de Cloro (% TC1) na auséncia (n=6) e na presenca (n=6) do veneno do
Thalassophryne nattereri nas concentracoes de 0,3pg/mL , 1 pg/Ml e 3 pg/mL.



Tempo 30 min 60 min 90 min 120 min

Controle 76,81 +0,65 78,50 + 1,54 76,58 +0,35 76,36 + 0,78
0,3 75,86 +1,23 71,66+1,16 72,57 + 0,60 75,47 + 1,08

1 76,25 = 1,40 74,39 +1,69 68,53 + 2,78 75,87 £ 0,84

3 77,50 £1,26 69,88 +0,81 * 68,81 *¥1,34 67,06 ¥1,39

Os dados representam a media + E.P.M. (<0,05).

TABELA 12: Percentual do Transporte Tubular Proximal de Cloro (%pTCl ) nos grupos controle (n=6) e tratados
com o veneno (n=6) do peixe T. nattereri nas concentracgoes de 0,3 pg/mL, 1 pg/mL e 3 pg/mL.



100-1

... | Controle

L 10,3 pg/mL
i 11,0 jig/m L
13,0 jig/mL

Dados apresentados por media + EPM (p<0,05). (%pTCl ) = percentual de transporte tubular proximal de cloro. * = diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle.

Figura 27- Percentual de Transporte Tubular Proximal de Cloro (%pTCl) na auséncia (n=6) e na presenca (n=6) do
veneno do Thalassophryne nattereri nas concentracdes de 0,3 ug/mL , 1 pg/mL e 3 pg/mL.



Tempo 30 min 60 min 90 min 120 min
Controle 17,81 + 1,59 17,74 £1,12 18,76 £ 1,21 19,74 £1,09
0,3 15,87 0,23 26,04 £1,12 29,54 £ 1,93 * 46,09 ¥4,74
1 20,93 £ 0,60 26,54 +1,24 27,58 £2,93 34,18 *¥0,57
3 20,10 £0,99 25,23 £3,19 15,83 + 0,06 18,44 + 1,60

Os dados representam a média £ E.P.M. <0,05).

TABELA 13: Excrecéo de Sédio (pEqg.giminl) nos grupos controle (n=6) e tratados com o veneno (n=6) do peixe T.
nattereri nas concentragdes de 0,3pg/mL, 1 pg/mL e 3 pg/mL.



75 -
| ..J Controle

B0 0,3 gg/mL
L 11,0 pg/mL
13,0 pg/mL

Dados apresentados por média = EPM (p<0,05). ENat = Sodio excretado. * = diferenca estatistica em relacdo ao grupo
controle.

Figura 28 - Sédio Excretado (pEg.g”™.min'l) na auséncia (n=6) e na presenca (n=6) do veneno do Thalassophryne nattereri
nas concentracdes de 0,3 pg/mL , l|iig/niL e 3 pg/mL.



Tempo

Controle

0.3

Os dados representam a média + E.P.M. <0,05).

30 min

1,03 +0,07

0,93 + 0,02

1,04 +0,04

1,11 +0,05

60 min

1,11 +0,04

1,37 +0,06

1,18 +0,03

1,33 +0,17

90 min

0,98 + 0,03

1,53 *#0,06

1,27 +0,01 *

0,73 +£0,02 *

120 min

0,97 £ 0,03

2,06 +0,13 *

1,40 +0,03 *

0,77 £0,05 *

TABELA 14: Excrecdo de Potéssio (pEg.g”.min’l) nos grupos controle (n=6) e tratados com o veneno (n=6) do peixe T.
nattereri nas concentragdes de 0,3 jig/mL, 1 pg/mL e 3 pg/mL.



L. 7.l Controle

l....... 10,3 jig/m L
L. J1,0 gg/rnL
... 13,0 pg/mL

Dados apresentados por média + EPM (p<0,05). EK+ = potéssio excretado. * = diferenca estatistica em relacdo ao grupo
controle.

Figura 29 - Potéassio Excretado (pEqg.g”™.minl) na auséncia (n=6) e na presenca (n=6) do veneno do Thalassophryne
nattereri nas concentracoes de 0,3 pg/mL, 1 pg/mL e 3 pg/mL.



Tempo

Controle

0,3

Os dados representam a média + E.P.M. <0,05).

30 min

19,60 +1,73

15,62 +0,32

21,95 +1,07

19,10 +£1,27

60 min

20,05 + 1,39

25,48 + 0,66

28,69 +2,10

22,72 +2,96

90 min

20,64 +2,15

26,97 £ 2,30 *

31,37 #0,24

12,17 +0,41 *

120 min

22,70 £1,52

41,02 ¥4,85

34,12 #0,32

14,19 #0,87

TABELA 15: Excrecéo de Cloro (piEg.g”.minl) nos grupos controle (n=6) e tratados com o veneno (n=6) do peixe T.
nattereri nas concentracgoes de 03 Pg/mL, 1 pg/mL e 3 pg/mL.



|—— Controle

L. 11,0 jig/mL
|------- 13,0 jig/mL

EC1 (gEq/g/min)

Dados apresentados por média = EPM (p<0,05). EC1 = Cloro excretado. * = diferenca estatistica em rela¢do ao grupo controle.

Figura 30- Cloro Excretado (pEg.g”*minl) na auséncia (n=6) e na presenca (n=6) do veneno do Thalassophryne nattereri
nas concentracoes de 0,3pg/mL , Ipg/mL e 3 pg/mL.



Tempo

Controle

0,3

Os dados representam a média = E.P.M. <0,05).

30 min

0,15 +0,02

0,12 + 0,01

0,17 +0,01

0,15 +0,01

60 min

0,14 +0,01

0,18 +0,01

0,22 +0,01 *

0,18 +0,02

90 min

0,16 +0,02

0,21 +0,01 *

0,25+0,01 *

0,11 +0,01 *

120 min

0,15 +0,01

0,32 +0,03 *

0,28 +0,01 *

0,13 +0,01

TABELA 16: Clearance Osmotico (ml.giminl) nos grupos controle (n=6) e tratados com o veneno (n=6) do peixe T.
nattereri nas concentragoes de 0,3 pg/mL, 1 pg/mL e 3 pg/mL.



1 ...J Controle

Ezz777) 0,3 jig/m L
| 11,0 gg/mL
| 13,0 gg/mL

Dados apresentados por média + EPM (p<0,05). Cosm = clearance osmotico. * = diferenca estatistica em relacdo ao grupo
controle.

Figura 31 - Clearence Osmdtico (mL.giminl) na auséncia (n=6) e na presenca (n=6) do veneno do Thalassophryne
nattereri nas concentracgoes de 0,3 pg/mL, 1 pg/mL e 3 pg/mL.
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4.3. Avaliacao histologica

Na analise histologica dos rins de animais pertencentes ao grupo
controle, foi observado uma pequena quantidade de material protéico nos

tubulos renais. Nao foi encontrada qualquer alteracdo no espacgo urinario

(Figura 33).

Apos a perfusdo com o veneno do peixe Thalassophryne nattereri
0s rins apresentaram uma quantidade moderada de material protéico nos
tubulos renais e no espaco urinario. Nos tabulos renais foram encontrados
cilindros eosinofilicos, mas ndo foi encontrado qualquer anormalidade a

nivel de vasos e intersticio (Figuras 34 a 44).
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Figura 32 - Avaliacdo histologica de rins perfundidos somente com
solucdo Krebs-Henseleit modificada (MKHS) - controle. Observar uma

peguena quantidade de material protéico nos tubulos renais. H.E. (X 40)
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Figura 33- Avaliacdo histologica dos rins perfundidos com 0,3 pg/mL
de veneno do T. nattereri mostrando uma moderada quantidade de

material protéico nos glomeérulos e tabulos renais. H.E. ( X 40)
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Figura 34 - Avaliacdo histoldgica dos rins perfundidos com 0,3 pg/mL
de veneno do T. nattereri mostrando uma moderada quantidade de

material protéico nos tdbulos renais (cilindros eosinofilicos). H.E. ( X

100)



Figura 35 - Avaliacdo histoldgica dos rins perfiindidos com 0,3 ug/mL
de veneno do T. nattereri mostrando uma moderada quantidade de

material protéico nos glomérulos. H.E (X 100)
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Figura 36- Avaliacdo histologica dos rins perfundidos com 0,3 pg/mL
de veneno do T. nattereri mostrando uma moderada quantidade de

material protéico nos glomérulos. H.E. (X 200)

92
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Figura 37 - Avaliacdo histologica de rins perfundidos com 1 pg/mL de
veneno do T. nattereri mostrando um deposito moderado de material

protéico no espaco urinario e tubulos renais. H.E. (X 40)



04

Figura 38 - Avaliacdo histoldgica de rins perfundidos com 1 pg/mL de
veneno do T. nattereri mostrando um depoésito moderado de material

protéico nos tubulos renais (cilindros eosinofilicos). H.E. (X 100)
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Figura 39 - Avaliacdo histologica de rins perfundidos com 1 pg/mL de
veneno do T. nattereri mostrando um deposito moderado de material

protéico nos tubulos e glomérulos. H.E (X 100)
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Figura 40 - Avaliacdo histologica de rins perfundidos com 1 pg/mL de
veneno do T. nattereri mostrando um glomérulo com depdsito de

material protéico. H.E. (x 200)
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Figura 41 - Avaliacdo histoldgica de rins perfundidos com 3 pg/mL de
veneno do T. nattereri mostrando um deposito moderado de material

protéico nos tubulos renais e espaco urinario. H.E. (X 40)
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Figura 42 - Avaliacdo histoldgica de rins perfundidos com 3 pg/mL de
veneno do T. nattereri mostrando uma quantidade moderada de

material protéico nos tabulos renais. H.E (X 100)
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Figura 43 - Avaliacéo histoldgica de rins perfundidos com 3 pg/mL de
veneno do T. nattereri mostrando uma quantidade moderada de

material protéico nos glomérulos e tubulos renais. H.E (X 100)



100

Figura 44 - Avaliacdo histologica de rins perfundidos com 3 pg/mL de
veneno do T. nattereri mostrando uma quantidade moderada de material

proteico no glomérulo e tabulos renais. H.E. (X 200)
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DISCUSSAO
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O envenenamento pelo peixe Thalassophryne nattereri (Niquim)
representa um sério problema de salde publica principalmente para
pescadores, nas regides Norte e Nordeste do Brasil. O veneno do T.
nattereri ainda é pouco estudado, sendo escasso 0 numero de trabalhos que
contribuem para um melhor entendimento do mecanismo de acdo do
veneno e que propdem terapias para reverter o quadro de envenenamento.

A Dbusca epidemiologica realizada no Centro de Assisténcia
Toxicologica - CEATOX/IJF visando detectar a ocorréncia do
envenenamento causado pelo T. nattereri no estado do Ceara, registrou 16
casos entre o periodo de 1992 a 2002. Esse dado provavelmente deve ser
mais elevado e pode estar ocorrendo subnotificacdo dos acidentes.

Infelizmente o problema da subnotificacdo nas unidades publicas
de saude do nosso Estado existe, como também em todo o pais, pois
apresentam na sua maioria um funcionamento precario, com servidores mal
remunerados, geralmente em numero insuficiente e mal treinados para o
exercicio de suas funcdes. Esse quadro ainda é mais grave no interior do
Estado, favorecendo a falta de informacéo dos acidentes.

Um outro fator que pode estar interferindo € a ndo existéncia de
um tratamento especifico que reverta os efeitos do envenenamento, fazendo
com que as pessoas acidentadas ndo procurem as unidades de sadde, como
foi constatado em um municipio do interior do Estado, chamado Fortim

onde existe 0 peixe e os pescadores da comunidade e marisqueiros sabem
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que ndo adianta procurar 0 servi¢o de salde em caso de acidente a ndo ser
quando ocorre infeccdo secundaria.

Com relacdo ao sexo, sabe-se que a participacdo dos homens no
ramo da pesca ainda € muito forte, sendo observado que 94% dos casos de
envenenamento eram do sexo masculino.

Quanto a avaliagdo da faixa etaria, 75% dos pacientes
apresentavam entre 21 e 40 anos de idade, sendo nessa faixa que ocorre
uma maior concentracdo da forca de trabalho pois, nas comunidades
pesqueiras, os trabalhadores retiram do mar, rios e lagoas o sustento de
suas familias.

No que se refere ao tempo de exposicdo, onde é informado o
tempo decorrido entre o acidente e o atendimento, 31,25% dos acidentados
ndo conseguiram dar essa informacédo, provavelmente devido ao estresse
agudo causado pelo trauma do acidente. Os demais acidentados ficaram
distribuidos em trés grupos: 25% levaram de 1 a 5 horas; 18,75% de 6 a 12
horas e 25% mais de 12 horas.

As manifestacdes clinicas mais observadas foram dor e edema
local, estando presentes também isquemia, paralisia local, equimose e
sensacdo de queimacao na pele.

O tratamento dos casos consistiu na sua maioria de anti-
inflamatorios e analgésicos, sendo utilizado em alguns casos anestésicos,

agua morna, lavagem cirdrgica e anti-histaminicos. Em 75% dos casos
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observou-se cura confirmada, em 12,5% ocorreu cura ndo confirmada e em
12,5% dos casos a evolucéo foi ignorada.

O veneno causa um forte efeito local como dor intensa, edema e
necrose. Experimentos realizados com modelos animais causaram
letalidade, edema, nocicepcdo e necrose (Lopes-Ferreira et al.,, 1998),
demonstrando que o veneno do Niquim produziu inflamacéo, semelhante a
sintomatologia observada nos acidentes humanos. Contudo, letalidade nao
foi descrita nos envenenamentos humanos, provavelmente devido as baixas
doses de veneno inoculadas em relacéo ao peso das vitimas.

A inflamacdo funciona como um fator protetor que atua na
diluicdo, remocéo ou destruicdo do agente toxico (Gallin et al., 1988). Em
alguns acidentes com animais venenosos, os sinais inflamatorios podem
evoluir rapidamente para necrose, que pode debilitar a vitima e causar
Importantes sequelas (Lopes-Ferreira et al., 2000).

Os rins sdo 0s principais responsaveis pela excrecdo e troca de
eletrolitos do sangue. Eles sdo responsaveis pela hemodinamica renal e pela
funcédo excretora (Harris et al., 2001). Os efeitos do veneno do peixe T.
nattereri na fisiologia renal ndo tinham sido testados até agora. Esta
dissertacdo teve como objetivos pesquisar os acidentes humanos ocorridos
no periodo de 1992 a 2002 no estado do Ceara e avaliar as alteracGes renais

causadas pelo veneno do Niquim no metodo de rim isolado de rato, como
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também correlacionar possiveis alteracdes histoldgicas e funcionais do rim
apods exposicdo ao veneno do T .nattereri.

Foram testadas trés diferentes d\oses do veneno do Niquim (0,3 ,
1 e 3 pg/ml) no método de rim isolado de rato e foi observado um aumento
na Pressdo de Perfusdao (PP), na Resisténcia Vascular Renal (RVR), no
Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG) e no Fluxo Urinario (FU) nas duas
primeiras doses. Contudo, o RFG, FU, o Percentual de Transporte Tubular
de Sddio (% TNat), Potassio (%TK+), Cloro (%TC1") diminuiram depois da
aplicacdo da maior dose (3pg/mL).

Estudos de microscopia intravital realizados com o veneno do
Niguim mostraram  alteracbes pronunciadas na hemodindmica
microvascular, representadas por depdsitos de fibrina e formacdo de
trombos seguidos por estase arteriolar parcial e venular completa (Lopes-
Ferreira, et al., 2002).

Kristensen e colaboradores (2000), descreveram que o endotélio
intacto ndo é trombogénico. A injdria endotelial na linha dos microvasos
pode promover eventos pré-coagulantes como ativacdo de plaquetas e da
cascata de coagulacdo, resultando em trombose.

Sabe-se que o veneno do T. nattereri ndo induz hemorragia, mas
causa trombose, 0 que, muito provavelmente, deve afetar o fluxo sangiineo
durante o processo de regeneracdo (Lopes-Ferreira et al., 2001). Além

disto, a escassez de macrofagos pode afetar o processo regenerativo, uma
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vez que estas células secretam uma variedade de fatores de crescimento que
modulam a replicacdo e diferenciacdo da regeneracdo celular (Auger &
Ross, 1992).

Os aumentos na PP e na RVR, observados em nossos
experimentos, ndo foram promovidos por eventos sistémicos visto que
trabalhamos com o método de rim isolado de rato. Lopes-Ferreira e
colaboradores (2002) demonstraram que o veneno do Niquim poderia
induzir lise em cultura de células endoteliais. Dessa forma, sugerimos que
um efeito similar poderia ocorrer nas celulas endoteliais renais. A lise
poderia induzir a liberacdo de agentes vasoativos 0s quais poderiam alterar
0s parametros vasculares aqui avaliados.

As células renais podem liberar prostaglandinas, citocinas,
bradicininas, componentes do complemento e fatores de ativacdo
plaguetaria (Barraviera et al., 1995; Whatly, 1989). Um importante
componente do glomérulo é o mesangio. As células mesangiais exibem
atividade fagocitica e secretam prostaglandinas, e a maioria delas também
contem miofilamentos e podem se contrair em resposta a uma variedade de
estimulos. Como as células mesangiais estdo localizadas préoximo dos
capilares glomerulares, podem influenciar o RFG através da regulacdo do
fluxo dos capilares sangliineos (Koepper & Stanton, 1992). Como néo foi
observada qualquer alteracdo nas células endoteliais renais apds a perfusao

dos rins com o veneno do Niquim na analise microscopica, sugerimos que
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as células mesangiais estdo envolvidas indiretamente na liberacdo de alguns
fatores que poderiam interferir na fisiologia renal.

Lopes-Ferreira e colaboradores (1998) descreveram que 0 veneno
do peixe Thalassophryne nattereri € composto por toxinas de natureza
protéica, as quais possuem propriedades proteoliticas e miotdxicas, mas
aparentemente desprovidas de atividade fosfolipasica.

Tratamentos de pacientes com dexametazona e indometacina,
antiinflamatdrios esteroidal e ndo esteroidal, respectivamente, foram
ineficientes como instrumento terapéutico. Talvez o sistema calicreina-
cininogénio-cinina esteja envolvido no caso de ictismo estudado, pois a
potenciacdo das respostas nociceptiva e edematogénica pelo captopril,
inibidor da enzima conversora de angiotensina e a ineficiéncia dos
antiinflamatorios classicos em reverter o quadro de envenenamento foram
descritos em estudos recentes e pode estar relacionado a uma série de
processos fisiopatoldgicos (Lopes-Ferreira et al., 2000).

Alguns tratamentos domesticos descritos na literatura consistem
em colocar o membro afetado em agua quente, a uma temperatura tio alta
guanto o paciente possa suportar (Halstead, 1971). Lopes- Ferreira (2000)
comprovou a termolabilidade do veneno do Niquim que, aquecido a 56°C
por 60 min, sofria a destruicdo de suas atividades biologicas.

Kini e Iwanaga (1986) mostraram que a atividade da fosfolipase

A2 ndo e essencial para a acdo farmacologica das miotoxinas. Eles
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sugeriram que as miotoxinas que ndo apresentam atividade fosfolipasica
poderiam causar algum dano através da desorganizacdo da bicamada
lipidica e conseqlientemente afetar o influxo de célcio promovendo
mionecrose.

Barbosa e colaboradores (2002) testaram a miotoxina | oriunda
do veneno da Bothrops moojeni, a qual ndo apresenta atividade da PLA2,
no método de rim isolado de rato. Eles mostraram aumentos na PP, RVR,
FU, RFG e reducdes nos %TNa+, %TK+ %TC1. Talvez a presenca da
miotoxina sem atividade da PLA2no veneno do Thalassophryne nattereri
poderia promover todas as alteragdes observadas neste trabalho.

Acreditamos que os resultados apresentados neste trabalho
possam contribuir para alertar as autoridades da area de salde em nosso
Estado no sentido de tomar mais eficiente o sistema de informacdo dos
acidentes de animais marinhos e propiciar um maior esclarecimento das

alteracOes causadas pelo envenenamento por T. nattereri.
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CONCLUSOES
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- A partir do levantamento de prontuarios (CEATOX-1JF/CE) de
pacientes acidentados pelo peixe T. nattereri descrevemos pela primeira
vez a ocorréncia destes acidentes no Estado do Ceard, com predominéncia
nas praias da regido metropolitana de Fortaleza.

- Os casos de ictismo estudados mostraram-se relativamente
frequentes em nossa regido, atingindo principalmente a populacédo
economicamente ativa (pescadores, catadores de mariscos e banhistas). O
tratamento, ainda que apenas sintomatico, deve ser instituido rapidamente,
afim de que se evitem as possiveis complicagdes.

- O veneno do Thalassophryne nattereri alterou a fisiologia renal
interferindo principalmente nos parametros vasculares. Provavelmente,
estes resultados foram promovidos por agentes miotdxicos ou por um efeito
direto do veneno nas celulas renais causando a liberacdo de fatores
vasoativos que poderiam aumentar a pressdo de perfusdo e a resisténcia
vascular renal e causar uma diminuicéo no transporte de eletrolitos em altas

concentracdes de veneno.
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Abstract

Thalassophryne nattereri, popularly known as Niquim, is a venomous fish responsible for many accidents in fishermen in the
Northeast of Brazil. The effects of T. nattereri venom on renal physiology has not been tested. Isolated kidneys from Wistar rats
of 240-280 g weight were perfused with Krebs-Henseleit solution containing 6 g% of previously dialyzed bovine serum
albumin. The effects of Niquim venom were studied on the perfusion pressure (PP), renal vascular resistance (RVR), urinary
flow (UF), glomerular filtration rate (GFR). percent of sodium tubular transport (%TNa+). percent of potassium tubular
transport (% TK+) and percent of chloride tubular transport (%TCT). The venom of T. nattereri (0.3, 1.0, and 3.0 |j.g/ml) was
always added to the svstem 30 minutes after the beginning of each experiment (n = 6). All experiments were preceded by 30
minutes internai control period and an externai control group, where kidneys were perfused with only Krebs-Henseleit solution.
All three doses tested promoted increases in PP and RVR. The first two doses also increased GFR and UF. The higher dose
promoted decreases in GFR, UF, %TNa+. %TK+, %TC1~. In the treated groups we observed hyalin casts inside all tubules and
proteinaceous material in the urinary space. We conclude that the effects resulted from niquim venom agents that promoted a
direct effect in kidney cells causing the release of vasoactive factors.
© 2003 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Thalassophryne nattereri'. Niquim; Fish venom; Renal perfusion

1. Introduction occur through contact with the spines causing perforation of
the tegument and injection of venom from the venom glands

Thalassophryne nattereri. popularly known as Niquim. (Frdes, 1933).
is a batrachoididae fish widely distributed on the coast of all The clinicai picture caused by T. nattereri venom
continents but poles (Collette, 1966). It is a venomous fish includes intense pain, mild local erythema. severe oedema
responsible for many accidents in fishermen in the Northeast and rapid progression to necrosis; in some cases, amputation
of Brazil (Almeida and Rocha, 1989), affecting hundreds of or grafts may be required (Auto, 1992). An efficient
people every year (Lopes-Ferreira et al.. 1998). It has a treatment is not available. therefore these alterations last
special apparatus for venom injection including spines for long periods (Fonseca and Lopes-Ferreira, 2000). Anti-
located near to the opercular and dorsal fins. Accidents inflammatory drugs are inefficient to control the symptoms
of the accidents and a great number of patients are treated
* Corresponding auth.or. Fax: + 55-85-2815212. with empirical procedures such as the immersion of the
E-mailaddress: serrazul® truenet-ce.com.br (H.S.A. Monteiro). wounded area in hot water. The most efficient treatment is

0041-0101/03/$ - see ftwnt matter © 2003 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi: 10.1016/S004!-0101 (03 >00229-0
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the administration of antivenoms, which are available only
in Australia (Sutherland, 1992).

The T. nattereri venom is composed of protein toxins
with proteolytic and myotoxic properties, but apparently
devoid of phospholipase A2 (Lopes-Ferreira et al., 1998).
Analysis of skeletal muscles of mice injected with the
venom showed a damage to muscle regeneration (Lopes-
Ferreira et al., 2001). Some studies suggested that venom
action on endothelium may contribute to hemostasis and to
the formation of platelet and fibrin thrombi, with the
consequent ischemia (Lopes-Ferreira et al., 2002).

The effects of T. nattereri venom upon the renal
physiology had not been tested until now. The aim of the
present work was to study the functional alterations
produced by niguim in the isolated rat kidney rnodel, as
well as to verify the renal histological changes, in the
absence of systemic interactions.

2.Materials and niethods

Adult Wistar rats of both sexes, weighing 240-280 g
were fasted 24 h before each experiment. with free access to
water. The animais were anaesthetized with pentobarbital
sodium (50 mg Kg ! body weight ip). The right kidney was
prepared for perfusion after careful dissection and the
kidney was cannulated through the mesenteric artery
without interruptién of the flow (Bowman. 1970; Bahlmann
et al., 1967; Nishiitsutji-Uwo et al., 1967). The perfusion
method was a Modified Krebs Henseleit Solution (MKHS)
with the following compositio.il in mnlol/1: Na+ 147, K+
5,Cat+ 2.5. Mg++ 2, CF IIO.HCQj 25,509 LPO"I.
Six granis of bovine serum albumin (BSA fraction V) from
Sigma Chemical Co. (St Louis. MO, USA), urea 0.075 g,
inulin 0.075 g and glucose 0.15 g were added to the solution
for a final perfusate of 100 ml. BSA was previously dialyzed
ford8 hat4°C in 1.5 1 of Krebs.fHanson and Ballard. 1968;
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Greg et al., 1978; Fonteles et al.. 1983; Lima et ah, 1992).
The pH was then adjusted to 7.4. The perfusion system was
based on Bowman’s technique (Bowman, 1970) which was
modified in our iaboratory by the addition of an artificial
lung to improve oxygenation (Hamilton et ah, 1974) and by
the 1.2 [xm millipore filter (Pegg, 1971). The flow
calibration and the resistance of the system were determined
before each experiment. The rate of perfusion flow was
maintained of 25-35 ml min~! per kidney. The first 30 min.
of perfusion were considered to be internai control. Each
experiment was divided into four periods of 30 min.; these
periods were further subdivided into equal intervals of
10 min. During each 10 min. period, samples of perfusate
and urine were collected for determinations of sodium,
potassium, inulin and osmolality. The right renal artery was
cannulated through the upper mesenteric artery and the
kidney was isolated (Bahlmann et al., 1967; Nishiitsut-
ji-Uwo et al., 1967; Ross, 1978; Fonteles et al., 1998),
allowing uninterrupted perfusion of the kidney. Sodium and
potassium concentrations were determined by flame pho-
tometry (rnodel 44 Instrumentation Lab, 443) and inulin was
determined according to Walser et al., (1955). as modified
by Fonteles et al., (1983). The osmolality of the samples was
measured with an advanced instrument osmometer (WES-
COR 5100c vapor pressure, USA). This work tested the
renal effects of three different concentrations (0.3, 1.0 and
3.0 p.g/ml) of T. nattreri fish venom that was kindly
provided by Dr Mbonica Lopes Ferreira from Butantan
Instituto, Sdo Paulo, SP, Brazil. The venom was always
added to the system after the first 30 min. of each
experiment. The glomerular filtration rate (GFR), the
fractional tubular transports of sodium (%TNa+). potassium
(%TK+), and chloride (%TCF). urinary flow (UF) and
renal vascular resistance (RVR) were determined by
conventional clearance measurements as described in detail
elsewhere (Walser et al., 1955). Data of four periods of

~mControl
Kd Venom 0.3 jig/mL
FFIVenom 1.0 ,ug/mL

*

I=IVenom 3.0 ug/mL

... 1111111111111111111 mTTH

120

Fig. 1. The effects of the Thalassophryne nattereri fish venom on the perfusion pressure (PP). Control—perfusion with only modified Krebs
Henseleit solution: Venom 0.3 gg/ml—perfusion with 0.3 gg ml: Venom 1.0 p.g/ml—perfusion with 1.0 p.g/ml; Venom 3.0 pg/ml—perfusion
with 3.0 pg/ml. The data are reported as mean + SEM from 6 different experiments each group analyzed by ANOVA (Bonferoni test) with

*/> < 0.05).
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l-----iVenom 3.0pg/mL

Fig. 2. The effects of the Thalassophryne nattereri fish venom on the renal vascular resistance (RVR). Control—perfusion with only ntodified
Krebs Henseleit solution; Venom 0.3 pg/ml—perfusion with 0.3 pg/ml; Venom 1.0 pg/ml—perfusion with 1.0 pg/ml; Venom 3 pg/ml—
perfusion with 3.0 pg/ml. The data are reported as mean + SEM from 6 different experiments each group analyzed by ANOVA (Bonferoni test)

with *p < 0.05).

30 min. (30. 60, 90 and 120 min.) were averaged. All groups
were contpared with a control group, where kidneys were
perfused with only a MKHS. Statistical analyses were
carried out by one-way ANOVA and Bonleroni test with the
levei of significance set at p < 0.05. There were six
perfused-kidney experiments for each group. After per-
fusion, the kidneys were conserved in 10% formalin and
entbedded in paraffin. Sections of 5 pm were taken. stained
by Hematoxilin and Eosin, and submitted to histological
analysis.

3. Results

The renal function was not altered after perfusion with
only MKHS. After treating the kidneys with three different
concentrations of the T. nattereri fish venom (0.3, 1.0 and
3.0 pg/ml) we observed that all three concentrations of

the venom caused an increase in the perfusion pressure (PP)
in the 60 min. period, which was also observed in the
periods of 90 and 120 min. (Fig. 1).

RVR started to increase in the 60 min. period only in the
concentration of 0.3 p-g/ntl, and were intensified in the
period of 90 and 120 min. with all three concentrations
(Fig. 2). The GFR and the UF started to increase in the
90 min. period, and were intensified in the period of
120 min. in the concentrations of 0.3 and 1.0 pg/ml. In the
dose of 3.0 pg/ml both of them decreased in the period of 90
and 120 min. (Figs. 3 and 4).

The percentage of sodiutn tubular transport (%TNa+)
in the dose of 3.0 p-g/ml started to reduce in the 90 min.
period and this effect was intensified in the last period of
each experiment. The percentage of potassium (%TK+)
and chloride tubular transport (%TC1~) in the dose of
3.0 p-g/ml started to decrease in the 60 min. period. and
this effect was observed in the period of 90 and 120 min.
(Table 1).

Control

Venom 0.3 pg/mL
Venom 1.0 pg/mL
Venom 3.0 pg/mL

Fig. 3. The effects of Thalassophryne nattereri fish venom on the (UF). Control—perfusion with only modified Krebs Henseleit solution:
Venom 0.3 pg/ml—perfusion with 0.3 pg/ml: Venom 1.0 pg/ml—perfusion with 1.0 pg/ml: Venom 3.0 pg/ml—perfusion with 3.0 pg/ml.
The data are reported as mean — SEM from 6 different experiments each group analyzed by ANOVA (Bonferoni test) with *> < 0.05).
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mmControl

Venom 0.3 gg/mL
kLSUVenom 1.0 (tg/mL
b=udVenom 3.0 pg/mL

Fig. 4. The effects of Thalassophryne nattereri fish venom on the GFR. Control—perfusion with only modified Krebs Henseieit solution;
Venom 0.3 p-g/ml—perfusion with 0.3 pg/ml; Venom 1.0 pg/ml—perfusion with 1.0 pg/ml; Venom 3.0 pg/ml—perfusion with 3.0 pg/ml.
The data are reported as rnean + SEM from 6 different experiments each group analyzed by ANOVA (Bonferoni test) with § < 0.05).

The histological evaluation profiled by the control group,
in which kidneys were perfused with only MKHS, showed a
small amount of a proteinaceous material in the renal
tubules. although no alteration in the urinary space was
detected. After the perfusion treatment with T. nattereri fish
venom. the kidneys exhibited a moderate deposit of
proteinaceous material in the tubules and urinary space.
Eosinofilic casts were seen in the renal tubules, but no
abnormalities were seen in the renal vessels. (Fig. 5).

4.Discussion

The envenomation by T. nattereri fish (niquim) consti-
tutes a serious health problent for fishermen. particularly in
the North and Northeast of Brazil. The phvsiopathological

Table 1

alterations induced by the venom have not been described by
far. The number of studies on this issue is relatively scarce
and the mechanistic of the envenomation by niquim is poorly
understood. The venom causes strong local effect such as
intense pain, edema and necrosis. Experiments carried out on
animal models caused lethality, necrosis, nociception and
edema (Lopes-Ferreira et al.. 1998). However, in spite of
severe local and systemic effects, lethality was not described
in hurnan accidents, probably because of the relationship
between venom dose and victim weight.

The effects of T. nattereri fish venom upon renal
physiology had never been tested until now. The present
work characterizes the renal effects of niquim venom by
isolated perfused rat kidney method. We tested three
different doses and observed an increase in PP, RVR. GFR
and UF in the first two doses. However, GFR, UF and

The effects of the Thalassophryne nattereri fish venom on the tubular sodium, potassium and chloride transport

30 min 60 min
%Tna+
Control 80.66 + 0.25 80.52 + 0.26
0.3 pg/ml 82.23 + 0.72 79.09 £ 1.05
1.0 pg/ml 81.11 + 0.86 78.04 £ 118
3.0 pg/ml 82.22 + 0.90 78.04 + 1.18
%TK+
Control 71.44 + 0.21 7223 + 1.23
0.3 pg/ml 69.47 + 0.75 67.23 + 1.94
1.0 pg/ml 7229 £1.12 75.41 + 0.65
3.0 pg/mi 71.29 + 0.74 66.32 + %.69
% TC1'
Control 78.90 + 0.34 80.25 + 1.08
0.3 pg/ml 79.13 + 0.72 74.76 + 0.79
1.0 pg/ml 77.40 = 1.26 75.66 + 1.80
3.0 pg/mi 79.95 + 0.93 72.45 + 8.65

90 min 120 min

80.52 + 0.32 81.15 + 0.20
78.92 + 0.37 81.47 £ 0.72
76.16 + 3.34 79.49 + 0.87
71.29 + 6.64 73.10 + %.07
71.22 £ 0.27 72.90 + 0.84
65.26 + 0.84 71.90 + 1.69
71.23 + 2.55 76.62 + 1.04
61.14 + 6.64 67.22 + %.63
76.32 + 0.90 77.53 +0.81
75.76 + 0.57 78.11 + 1.14
70.25 + 2.65 76.72 £ 1.02
72.22 + 1.26 69.49 + 153

The data were reported as mean + SEM from six different experiinents each group analyzed by ANOVA (Bonferoni test) with 5 < 0,05.
Control-perfusion with only MKHS solution; 0.3 pg/ml—perfusion with 0.3 p-g/ml of T. nattereri fish venom; 1.0 pg/ml—perfusion with
1.0 pg/ml of T. nattereri fish venom; 3.0 pg/ml—perfusion with 3.0 pg/ml of T. nattereri fish venom. %TNa+—percentage of tubular sodium
transport; %TK+—percentage of tubular potassium transport; %TCI —percentage of tubular chloride transport.
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Fig. 5. Histological evaluation of kidneys perfused with 1.0 p-g/ml
of niquim venom showing a moderate deposit of a proteinaceous
material in the urinary space and renal tubules (H.E. 40 x ).

sodiuin potassium and chloride tubular transport decreased
only alter testing the highest dose.

Intravital microscopic studies with T. nattereri fish
venom showed pronounced alterations on microvascular
hemodynamics. represented by fibrin depois and thrombus
formation followed by complete venular and transient
arteriolar stasis (Lopes-Ferreira et al., 2002). Kristensen
et al., 2000. deseribed that intact endothelium is non-
thrombogenic. Damage to the endothelial lining of micro-
vessels promotes pro-coagulant events, activating platelets
and coagulation Cascade, resulting in thrombosis.

However, since our experiments are devoid of blood we
can assurc that increases in PP and RVR were not promoted
by pro-coagulant events. Nevertheless, Lopes-Ferreira et al.,
2002 demonstrated that T. nattereri venom could induce
lysis of cultured endothelial cells. The lysis could be
inducing the release of vasoconstrictor agents, which could
be altering the vascular parameters herein evaluated.

Kidney cells can release prostaglandins, cytokines,
bradykinin. complement fractions and platelet-activating
factor (Barraviera et al.. 1995; Whatly. 1989). The
alterations deseribed herein can be due to a direct action
of the venom in renal glomeruli and tubules or indirect
release of mediators.

Lopes-Ferreira et al., 1998 deseribed that T. nattereri
venom is composed of protein toxins, which possess
proteolytic and myotoxic properties, but are apparently
devoid of phospholipase A2 activity. In addition. treatment
of patients with dexametazone and indometacin were
inefifective as therapeutic tool (Lopes-Ferreira et al.. 2000).

Kini and Iwanaga (1986) showed that PLA? activity is
not essenlial for the pharmacological action of myotoxins.
They suggested that the myotoxins, which do not present
PLA. activity. could cause its damage by disorganizing lipid
bilayers and consequently affecting calcium influx and
promoting myonecrosis. Maybe the presence of a myotoxin
without PLA2 activity in the T. nattereri venom could be
promoting the renal alterations presented in this work.
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We conclude that the T. nattereri venom altered renal
physiology interfering especially in the vascular parameters.
Probably, those results were promoted by myotoxic agents
or a direct effect of the venom in kidney cells causing the
release of vasoactive factors that could increase PP and
RVR and decrease of electrolytes transport in higher doses.
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